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RESUMEN 
 
 
Los schwannomas vestibulares son tumores de bajo grado que se desarrollan a 
partir de las células de Schwann del VIII nervio craneal. Estos tumores pueden aparecer 
de forma esporádica y unilateral, o bilaterales asociados a la Neurofibromatosis tipo 2.  
Molecularmente, la única característica que se da de manera frecuente en los 
schwannomas vestibulares es la mutación del gen NF2, así como la pérdida de 
heterocigosidad de este gen, alojado en 22q12.2.  
En las publicaciones presentadas, utilizamos una serie de schwannomas 
vestibulares en microarrays -técnicas de alto rendimiento que permiten testar miles de 
variables en un solo experimiento-, de expresión génica global, expresión de microRNAs 
y del estado de metilación de dinucleótidos de CpG. Como control, se utilizaron nervios 
no tumorales. Además, realizamos análisis para buscar alteraciones del gen NF2 mediante 
PCR/dHPLC, MLPA y LOH del cromosoma 22q por microsatélites. 
En los microarrays de expresión génica de los schwannomas, encontramos  
sobreexpresión en los tumores del oncogen MET y varios genes asociados –como ERBB2, 
ERBB3, SEMA5A o PLXNB3- infraexpresión del receptro de andrógenos, así como 
sobreexpresión del gen de la osteopontina, implicada en la degradación de merlin en 
cáncer de mama. 
En los microarrays de expresión de microRNAs, identificamos sobreexpresión en 
los schwannomas del mayor clúster del genoma de estas moléculas no codificantes en la 
región cromosómica 14q32. Además, microRNAs implicados en el silenciamiento del gen 
MET –myomiRs- fueron hallados infraexpresados. 
En los microarrays de metilación, hallamos procesos epigenéticos compatibles con 
los niveles de expresión de MET, PMEPA, el miR-21 o el miRNA-199a1. Así mismo, 
identificamos hipometilación de los genes HOX en los schwannomas vestibulares.  
Para finalizar, comparamos el patrón de expresión de los schwannomas con 
meningiomas, otros tumores que aparecen frecuentemente en la neurofibromatosis tipo 2. 
En conclusión, nuestros estudios de microarrays muestran potenciales dianas 
terapéuticas para los schwannomas vestibulares, así como ayudan a aumentar el 
conocimiento biológico de este tumor del sistema nervioso. 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
 Vestibular schwannomas are low grade tumors that develope from Schwann cells 
in the VIIIth cranial nerve. These tumors may arise sporadic and unilaterally of bilateral 
they are associated to Neurofibromatosis tipe 2. 
 The only molecular characteristic that shares most of vestibular schwannomas is 
the mutation of NF2 gene and the loss of heterozygosity of 22q12.2, where this gene is 
harbored. 
 In the publications presented in this work, we use a vestibular schwannoma series 
in microarrays – high throughput technology which allows testing thousands of variables 
in a single experiment- of global gene expression, microRNA expression and the 
methylation status of CpG dinucleotides. As control, we used non-tumoral peripheral 
nerves. Furthermore, we performed mutational analysis of NF2 gene by PCR/dHPLC, 
MLPA and we teste LOH of chromosome 22. 
 In whole expression assays, we found overexpression of MET and associate genes 
–including ERBB2, ERBB3, SEMA5A or PLXNB3- and androgen receptor infraexpression. 
Furthermore, we identified osteopontin gene overexpression, which protein is involved in 
merlin degradation in breast cancer. 
 By microarray analysis, we detected global upregulation in vestibular 
schwannomas of those microRNAs included in 14q32 region, which corresponds to the 
biggest cluster of non-coding RNA in the human genome. Additionally, several 
microRNAs implicated in MET gene silencing –named myomiRs- were found 
underexpressed. 
 DNA methylation microarrays displayed HOX genes hypomethylation in 
vestibular schwannomas. We also found epigenetic processes which could explain 
deregulation of several genes such as MET, PMEPA, miR-21 or miRNA-199a1. 
 Finally, we compared expression pattern of schwannomas with meningiomas, 
which are tumors that also arise in Neurofibromatosis type 2 patients. 
 In summary, our microarray studies show potential therapeutic targets in order to 
treat vestibular schwannomas, as well as increase biological knowledge about this 
nervous system tumor. 
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 Introducción 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 SCHWANNOMAS VESTIBULARES 
Los schwannomas son tumores benignos que se originan a partir de las células de 
Schwann que recubren los axones de los nervios periféricos. También son llamados 
neurinomas, ya que antiguamente no resultaba posible determinar su origen celular 
exacto. Los schwannomas suelen estar encapsulados y permanecen anclados al nervio de 
origen (Wippold et al, 2007). Existen varias enfermedades genéticas que pueden dar lugar 
a la aparición de varios schwannomas en un mismo paciente. La más conocida 
corresponde a la neurofibromatosis tipo 2 (NF2), que se caracteriza por la aparición de 
schwannomas vestibulares bilaterales y espinales. Otra enfermedad genética que se 
caracteriza por la presencia de schwannomas es la schwannomatosis, que presenta la 
misma incidencia que la NF2 (MacCollin et al, 2005), como veremos más adelante. En este 
caso los schwannomas rara vez son vestibulares. Aunque los schwannomas pueden 
desarrollarse en cualquier nervio del sistema nervioso periférico, el lugar de aparición 
más habitual es en el nervio cocleovestibular -VIII nervio craneal-.  
1.1.1 Lugar de origen e histología del schwannoma vestibular 
Los schwannomas vestibulares son tumores de grado I, e histopatológicamente 
incluyen los subtipos celular, plexiforme y melanótico (Louis et al, 2007). La malignización 
de estos tumores es extremadamente rara. Históricamente, el lugar anatómico concreto de 
origen de los schwannomas vestibulares ha sido localizado en la transición entre las 
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células de Schwann y las células gliales del nervio cocleovestibular -también llamado zona 
de Obersteiner-Redlich- (Jia et al, 2008). Sin embargo, trabajos recientes han mostrado que 
la mayoría de estos tumores aparecen lateralmente a dicha zona de transición. Aunque los 
schwannomas vestibulares son más frecuentes en la parte vestibular del VIII nervio 
craneal, también pueden originarse en la coclear (Roosli et al, 2012). Al aumentar de 
tamaño, los schwannomas vestibulares desplazan las fibras nerviosas a la periferia en los 
tumores esporádicos, mientras que en los asociados a NF2 los axones quedan 
desorganizados en el tumor (Hoa & Slattery, 2012). 
Desde el punto de vista histológico, los schwannomas vestibulares tienen dos 
áreas características fácilmente reconocibles, llamadas zonas A y B de Antoni (Antoni, 
1920). La proporción es variable en diferentes tumores. El tipo A consiste en una masa 
muy celularizada, en la que destaca la presencia de Cuerpos de Verocay (Verocay, 1910). 
Estas formaciones, que recuerdan por su estructura a una empalizada, están formadas por 
células de Schwann y extracelularmente tienen un alto contenido en laminina (Baur et al, 
1995). En el tipo B, las células son menos abundantes y no se organizan con un patrón 
concreto. Además, son frecuentes los agregados de otras células como linfocitos, 
mastocitos y vasos sanguíneos con paredes hialinizadas. Para algunos autores, las zonas B 
de Antoni son consideradas como una degeneración de las zonas A de Antoni (Sian & 
Ryan, 1981), formadas por el estrés oxidativo (Yokoo et al, 2007).  
1.1.2 Incidencia 
Los schwannomas vestibular comprenden el 10% de los tumores intracraneales. 
Una vez que los pacientes presentan sintomatología asociada a estos tumores, la 
incidencia varía entre 0,7 y 1,2 afectados por cada 100.000 habitantes (Tos & Thomsen, 
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1984; Babu et al, 2013). A menudo se detectan casos asintomáticos al realizar resonancias 
magnéticas por otros motivos, aumentando así la incidencia de estas lesiones (Anderson et 
al, 2000). Además, en autopsias de la población general, se detectaron tasas mayores al 1% 
(Schneider et al, 1983), aunque estos resultados no han podido ser confirmados por otros 
estudios (Karjalainen et al, 1984). Hasta el 95% de los schwannomas vestibulares aparecen 
de forma unilateral y esporádica, mientras que el 5% están asociados al genético de la 
NF2.  
1.1.3 Neurofibromatosis tipo 2 
La NF2 es una enfermedad autosómica dominante, causada por la mutación del 
gen NF2 (Twist et al, 1994). La incidencia de la NF2 es aproximadamente de 1 entre 33.000 
- 600.000 nacidos vivos, dependiendo de la población estudiada (Antinheimo et al, 2000b; 
Evans et al, 2010; Guerra-Jiménez et al, 2014). Su manifestación más frecuente es la 
aparición de schwannomas vestibulares bilaterales, aunque los pacientes también pueden 
desarrollar otros tumores como schwannomas espinales, meningiomas, ependimomas y 
menos frecuentemente gliomas (Gutmann et al, 1997a). Además, los pacientes de NF2 
presentan  polineuropatías periféricas -que provoca un mal funcionamiento de los 
nervios-, así como opacidad presenil del cristalino. Las lesiones cutáneas, también 
frecuentes en pacientes de NF2, provocaban su confusión con otra enfermedad genética, 
la neurofibromatosis tipo I.  
Dentro de estos pacientes la penetrancia de la enfermedad es variable, apareciendo 
en algunos de ellos pequeños schwannomas a una avanzada edad mientras que en otros 
se producen varios tipos tumorales durante la infancia o la adolescencia. En cualquier 
caso, las manifestaciones clínicas suelen ser similares dentro de individuos de la misma 
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familia, lo que sugiere un fuerte componente genético en este fenómeno (Asthagiri et al, 
2009). La mitad de los pacientes con NF2 heredan la mutación del gen NF2 de sus 
progenitores, mientras que en la otra mitad, la alteración genética aparece de novo sin 
historia familiar previa. Además, un tercio de los casos presentan mosaicismo, lo que 
significa que no todas las células del individuo son portadores de la mutación del gen. La 
probabilidad de transmisión a la descendencia de esta enfermedad se reduce si la 
mutación de NF2 no se detecta en sangre periférica (Moyhuddin et al, 2003; Evans et al, 
2007). A pesar de que los pacientes con mosaicismo suelen presentar una sintomatología 
menos agresiva, los descendientes de estos individuos que hereden la mutación sufrirán 
síntomas más severos (Moyhuddin et al, 2003).  
1.1.4 Sintomatología y tratamiento de los schwannomas vestibulares 
La mayoría de los síntomas que provocan los schwannomas vestibulares están 
ligados a la afectación del VIII nervio craneal (Tabla 1). El deterioro de este nervio se 
produce bien por daño directo debido a la compresión de los axones, o bien por alteración 
en la vascularización de la zona. Los síntomas son muy variables (Selesnick et al, 1993), 
pero entre los más comunes se encuentran la pérdida de audición, el acúfeno, y la pérdida 
de equilibrio o vértigo. Además, debido a la proximidad del VII nervio craneal, la 
movilidad hemifacial de algunos pacientes puede verse alterada, si bien se trata de un 
signo poco frecuente a la hora de sospechar la presencia de un schwannoma vestibular. 
Debido a la detección relativamente temprana de estos tumores en cuanto al crecimiento 
del mismo dentro de la cavidad craneal, actualmente son infrecuentes otros síntomas 
asociados a un elevado tamaño tumoral como pérdida visual, diplopía o alteraciones de 
los nervios craneales bajos (Selesnick et al, 1993). En cualquier caso, el diagnóstico 
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definitivo se realiza mediante resonancia magnética con contraste de gadolinio, técnica 
que proporciona una gran fiabilidad (Jackler et al, 1990). 
Tabla 1. Etapas clínicas del schwannoma vestibular. 
Etapas Síntomas 
1. Intracanalicular Pérdida de audición 
Tínitus 
Vértigo 
2. Invasión de la 
cisterna 
Mayor pérdida de audición 
Dolor de cabeza 
Desequilibrio 
Mejora del vértigo por la compensación central 
3. Compresión del 
tronco cerebral 
Mayor pérdida de audición 
Aumento de desequilibrio 
Posible síntomas de nervios trigeminales 
4. Hidrocefálica Empeoramiento de los síntomas anteriores 
Hidrocefalia 
Dolor de cabeza 
Debilidad facial 
Pérdida de visión 
Diplopía 
Herniación tonsilar (muerte) 
Clasificación basada en la localización del tumor tras su crecimiento desde el VIII nervio craneal en la zona 
intracanalicular. Se incluyen los síntomas más comunes de cada una de ellas. 
 
Existen tres modalidades principales, aunque no únicas, de tratamiento para los 
schwannomas vestibulares (Tabla 2). Cuando el tumor se da en pacientes con edad 
avanzada, el tamaño es pequeño y la sintomatología escasa, se aplica la estrategia de "ver 
y escanear", que consiste en realizar resonancias magnéticas periódicas y no hacer 
intervenciones invasivas salvo que se produzca un crecimiento tumoral rápido o 
sintomático. La radiocirugía (radioterapia estereotáxica), cada vez más utilizada, está 
indicada en aquellos pacientes con tumores de pequeño tamaño, o en aquellos que por 
razones médicas o preferencias personales descarten la cirugía. El objetivo de esta técnica 
es controlar el crecimiento tumoral, no su erradicación. En el caso de la microcirugía, ésta 
se puede aplicar en la mayor parte de los casos, siempre que el paciente esté en 
condiciones físicas adecuadas para someterse a una intervención. A pesar de las elevadas 
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tasas de mortalidad que tenía asociada la cirugía en el pasado (Nikolopoulos & 
O’Donoghue, 2002), en la actualidad se trata de una intervención relativamente segura. 
Elegir el método óptimo del tratamiento es una tarea complicada, aunque la creciente 
disponibilidad de estudios al respecto está ayudando a afinar la selección de los distintos 
abordajes. En cualquier caso, la decisión última de qué tipo de tratamiento aplicar a cada 
paciente, corresponde al propio sujeto y al criterio y experiencia del médico.  
1.1.5 Complicaciones post-tratamiento 
Tanto en el caso de la microcirugía como en la radiocirugía, los tratamientos llevan 
asociados secuelas post-operatorias para los pacientes que varían en intensidad y 
frecuencia dependiendo del tamaño del tumor, el abordaje utilizado u otras causas 
intrínsecas de cada caso. La mayor parte de estas secuelas tienen su origen en el daño y el 
estrés vascular a los que están sometidos los nervios craneales VII y VIII durante la 
intervención. Una de las principales secuelas post-operatorias es la pérdida de audición, 
de grado variable, del lado afectado por el schwannoma vestibular. Casi de forma 
universal, tras el tratamiento la función vestibular está alterada, aunque afortunadamente 
ésta puede ser compensada por el sistema nervioso central. Una de las mayores 
preocupaciones a la hora de operar estos tumores -ya sea con microcirugía o con 
radiocirugía-, es intentar minimizar el daño que recibe el nervio facial, ya que se puede 
provocar parálisis facial postoperatoria del lado afectado. Los dos factores que más 
influyen en la conservación de la funcionalidad del nervio son el tamaño tumoral y la 
experiencia del cirujano (Myrseth et al, 2007).  
 
 
 
 
 
Tabla 2. Principales tratamientos del schwannoma vestibular 
 
Introducción  
Tratamiento Descripción Indicado para Ventajas Inconvenientes 
Observación Se realizan resonancias 
cada cierto tiempo para 
controlar el crecimiento 
tumoral, así como los 
síntomas del paciente 
Schwannomas de pequeño 
tamaño en pacientes de edad 
avanzada, o bien aquellos 
sujetos que no deseen 
someterse a otro tratamiento 
No es invasivo, por lo que 
no hay ninguna secuela 
más allá de las que cause el 
propio tumor 
En ocasiones hay que acabar 
recurriendo a métodos invasivos, 
aunque demorar el tratamiento no 
suele suponer un problema para el 
paciente 
Microcirugía Resección del tumor total 
o parcial mediante 
intervención invasiva. 
Tres abordajes posibles: 
Pacientes con un estado de 
salud tal que puedan soportar 
una cirugía invasiva 
La recurrencia del tumor es 
muy baja, entre el 1%-3% 
según la serie 
Riesgos derivados de una cirugía 
mayor, meningitis, hemorragias o 
infartos cerebrales. Dependiendo del 
abordaje, mayor o menor gravedad 
de los  efectos secundarios 
 Retrosigmoidea Pacientes con audición  En caso de éxito, se puede 
conservar la audición 
Riesgo de dañar el cerebelo y los 
senos venosos 
 Fosa Media Pacientes con pequeños 
tumores en los que se quiere 
salvar la audición 
Mayor porcentaje de 
retención de audición 
No hay inconvenientes específicos 
para este abordaje más allá de los 
quirúrgicos 
 Tranlaberíntica Tumores grandes en pacientes 
sin audición 
Mejor exposición del 
tumor, menor riesgo de 
herniación cerebelar 
Pérdida de audición segura 
Radiocirugía 
estereotáxica 
Control del crecimiento 
tumoral mediante una 
sola dosis de radiación 
Schwannomas de pequeño 
tamaño en pacientes de edad 
avanzada, o aquellos que no 
soportarían la anestesia 
No requiere someter al 
paciente a una intervención 
quirúrgica 
Neuropatías de los nervios craneales 
adyacentes, pérdida de audición, 
vértigo, tínitus, hidrocefalia y 
posibles tumores inducidos por la 
radiación han sido descritos 
Radioterapia 
fraccionada 
estereotáxica 
Control del crecimiento 
tumoral mediante varias 
dosis de radiación 
Similares a la radiocirugía Se pueden tratar tumores 
de mayor tamaño que con 
la radiocirugía 
Similares a la radiocirugía 
  
Introducción  
16 
Otras complicaciones neurológicas más graves como meningitis, hemorragias o infartos 
cerebrales son también posibles tras el tratamiento del schwannoma vestibular, si bien las 
actuales técnicas microquirúrgicas han reducido su incidencia notablemente.  
En el caso de los pacientes con NF2, se debe tener en cuenta que las consecuencias 
postoperatorias son más acentuadas debido a la aparición bilateral de los schwannomas 
vestibulares y a la mayor complejidad de estos tumores en relación con los nervios 
craneales. Además, la frecuente presencia de otros tumores como meningiomas y 
ependimomas obliga, en algunos casos, a realizar frecuentes operaciones a estos pacientes, 
lo que también condiciona de forma severa su calidad de vida. 
1.1.6 Ensayos clínicos en schwannomas vestibulares 
A día de hoy, se han realizado diversos ensayos farmacológicos para el 
tratamiento de los schwannomas vestibulares en pacientes afectados de NF2. Aunque no 
se ha logrado una gran eficacia, los resultados más prometedores se han obtenido con el 
anticuerpo monoclonal Bevacizumab, que inhibe de forma específica al factor de 
crecimiento del endotelio vascular –VEGF-. Este compuesto ha mostrado moderada 
eficacia para controlar el tamaño tumoral y mejorar la audición de los pacientes (Plotkin et 
al, 2009). En el caso de Erlotinib, que actúa como inhibidor del receptor del factor de 
crecimiento epidérmico humano tipo 1 –EGFR-, los pacientes no experimentaron ningún 
tipo de mejoría (Plotkin et al, 2010). Lapatinib, que además de actuar sobre EGFR, también 
lo hace sobre el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 -ERBB2-, ha 
mostrado resultados más esperanzadores, mejorando ligeramente los niveles de audición 
y volumétricos del tumor (Karajannis et al, 2012). Everolimus, un fármaco 
inmunosupresor que inhibe el complejo de la diana de rapamicina en células de mamífero 
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-mTORC1-, no mostró ninguna respuesta clínica positiva en los pacientes sujetos al 
ensayo (Karajannis et al, 2014). 
1.2 ALTERACIONES MOLECULARES DE LOS SCHWANNOMAS VESTIBULARES 
Aunque existen numerosas vías de señalización alteradas en los schwannomas, la 
característica genética común a la mayoría de ellos es la pérdida de un ejemplar del 
cromosoma 22 (Rey et al, 1987; Bello et al, 1993), que a nivel molecular se identifica como 
pérdida de heterozigosidad -LOH- de NF2, lo que implica la pérdida de uno de los dos 
alelos del gen NF2. Además, en tumores asociados a la enfermedad genética de la 
schwannomatosis, la mutación del gen SMARCB1, localizado en el cromosoma 22 y 
cercano a NF2, es la alteración mayoritaria en estos schwannomas (Hulsebos et al, 2007; 
Boyd et al, 2008; Rousseau et al, 2011). En el caso de los schwannomas vestibulares, el 
único gen afectado por mutaciones en la mayoría de estos tumores -aunque no se da en 
todos-, es NF2. 
1.2.1 Gen NF2 
El gen NF2 se localiza en la región 12 del brazo largo del cromosoma 22 (Rouleau 
et al, 1990; Wertelecki et al, 1988; Arai et al, 1992; Wolff et al, 1992). La región 22q12.2 
aparece frecuentemente perdida en schwannomas vestibulares, con porcentajes que 
varían según las series del 30,4% (Martinez-Glez et al, 2009) al 57% (Hadfield et al, 2010). A 
pesar de la evidente relación entre la LOH de 22q y NF2, no siempre este gen está afectado 
por la deleción o monosomía cromosómica, aunque suele ser lo habitual (Buckley et al, 
2005). El gen NF2 fue descrito en 1993 como el gen responsable de la NF2 por dos grupos 
independientes (Rouleau et al, 1993; Trofatter et al, 1993). El producto proteico de este gen 
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es conocido como merlin o schwannomina. El gen NF2 cuenta con 17 exones, que 
mediante splicing alternativo da lugar a las dos principales isoformas de merlin. La 
isoforma 1 carece del exon 16, y genera una proteína merlin de 595 aminoácidos. En el 
caso de la isoforma 2, no se transcribe el exón 17 y la proteína resultante es de 590 
aminoácidos. La isoforma 1 se relaciona con la función supresora de tumores de merlin, 
mientras que la isoforma 2 ha sido recientemente descrita como causante de la 
polineuropatía periférica que sufren los pacientes de NF2 (Schulz et al, 2013). 
1.2.2 Características del producto proteico de NF2: Merlin 
Merlin pertenece a la familia de proteínas 4.1, cuya característica más 
representativa es el dominio Four point one, Ezrin, Radixin, Moesin –FERM- en el NH2 
terminal. Al igual que las otras proteínas ERM, merlin presenta, además del dominio 
FERM, una región de hélice alfa central; pero a diferencia de éstas, no tiene sitio de unión 
a la actina en el COOH terminal, sino en la región NH2 (Sainio et al, 1997). 
Merlin sufre numerosas modificaciones postraduccionales, relacionadas en algún 
grado todas ellas con su capacidad como proteína supresora de tumores. Merlin tiene dos 
conformaciones principales, que dependen de la fosforilación de la Serina en la posición 
518. Esta fosforilación puede ser realizada mediante la "Protein Kinasa A" -PKA- o bien 
por la "V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1" -AKT1-, que provoca  el paso 
de la forma cerrada -activa y supresora de tumores- a la forma abierta -inactiva-. Además, 
cuando AKT1 está activada, puede fosforilar a merlin en la Treonina 230 y en la Serina 315 
(Tang et al, 2007); en estos dos casos se produce la degradación de merlin en el 
proteosoma. A diferencia de las quinasas, la myosin fosfatasa MYPT1-PP1δ defosforila 
merlin en la Serina 518 devolviéndolo a la conformación cerrada (Jin et al, 2006). 
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Recientemente, la sumoilación de merlin en la Lisina 76 de la proteína, se describió como 
fundamental para su actividad supresora de tumores (Qi et al, 2013). La sumoilación es 
una modificación postraduccional reversible de una proteína que afecta a las funciones de 
la misma. En merlin, el bloqueo de la sumoilación por mutación de NF2 provoca la 
imposibilidad de entrar en el núcleo, alterando su función supresora de tumores.  
1.2.3 Funciones biológicas de merlin 
 Merlin interacciona con numerosas proteínas en muy variadas rutas de 
señalización, ampliándose constantemente las proteínas a las que se asocia. En la  
Tabla 3 se muestran algunas de estas interacciones con otras proteínas. La distribución de 
merlin en la célula no es fija, sino que varía en función del contexto celular y fisiológico. 
En la células de Schwann, merlin colocaliza con la cadherina E -CDH1- en los paranodos y 
las incisuras de Schmidt–Lanterman (Yi et al, 2011), es decir, en las pequeñas porciones de 
citoplasma que quedan en las vainas de mielina.  
 Durante un largo periodo, las funciones de merlin se situaron principalmente 
asociadas al citoesqueleto y la membrana. En concreto, la inhibición de la proliferación 
celular por contacto entre células parece ser fundamental en su actividad supresora de 
tumores (McClatchey & Giovannini, 2005). Con relación a este punto, la asociación de 
merlin con la angiomotina, con la consecuente inhibición de Rac1 (Yi et al, 2011), parece 
desempeñar un papel imprescindible.Así mismo, la interacción de merlin con la proteína 
CD44 se ha asociado a este fenómeno (Morrison et al, 2001). 
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Tabla 3. Algunas de las proteínas y estructuras con asociación directa a merlin. Se han recogido las principales 
con sus correspondientes citaciones. 
Molécula  Relación con merlín Función Citas 
PAK Fosforila merlin Desactiva merlin (Kaempchen et al, 
2003; Kissil et al, 
2003; Okada et al, 
2005) 
PKA Fosforila merlin Desactiva merlin (Alfthan et al, 2004; 
Laulajainen et al, 2008) 
AKT Fosforila merlin Provoca degradación de 
merlin 
(Tang et al, 2007) 
MYPT-PP1δ Desfosforila merlin Función supresora de 
tumores 
(Jin et al, 2006) 
NHERF1 Merlin se une a esta 
proteína 
Provoca inhibición 
dependiente de contacto de 
EGFR 
(Gonzalez-Agosti et al, 
1999; Nguyen et al, 
2001; Curto et al, 
2007) 
CD44 Merlin se una a su porción 
citoplasmática 
Inhibición del crecimiento 
por contacto 
(Morrison et al, 
2001;Bai et al, 2007) 
HGS Unión a merlin Reduce cantidad del receptor 
EGFR en membrana 
(Scoles et al, 2002; 
Scoles et al, 2005) 
CRL4DCAF1 Merlin se une al complejo e 
impide ubiquitinación de 
otras proteínas 
Función supresora de 
tumores 
(Li et al, 2010; Li et al, 
2014) 
AMOT Inhibida por merlin, boquea 
Rac 
Función supresora de 
tumores 
(Yi et al, 2011) 
PIKE-L Merlin se une a esta 
proteína 
Bloqueo de PI3K (Rong et al, 2004) 
TARBP2 Interacción con merlin Ubiquitinado y degradado 
por mediacion de merlin 
(Lee et al, 2004; Lee et 
al, 2006) 
GTPBP4 Unión a merlin Regula junto con merlin la 
expresión de ciclina D1 
(Lee et al, 2007) 
SPTBN2 La isoforma 2 de merlin se 
une a esta proteína 
Organización del 
citoesqueleto 
(Scoles et al, 1998) 
Paxilina Se une a merlin Regula la localización de 
merlin 
(Fernandez-Valle et al, 
2002)  
MPP1 Unión directa a merlin Regulación de la polaridad 
celular 
(Seo et al, 2009) 
Microtúbulos  Merlin se une a los 
microtúbulos 
Regulación del citoesqueleto (Muranen et al, 2007) 
Receptores 
tirosina quinasa 
Merlin regula su 
acumulación en la 
membrana 
Función supresora de 
tumores 
(Lallemand et al, 2009) 
Sintenina La isoforma 1 de merlin se 
una a la syntenina 
Desconocida (Jannatipour et al, 
2001) 
MST 1/2 Activado por merlin Activación de Yap, que 
regula el crecimiento celular 
(Striedinger et al, 2008) 
Erbin Unión a merlin Activación de PAK2 en 
contexto tejido-dependiente 
(Wilkes et al, 2009) 
 
Además, merlin regula la concentración de varios receptores tirosina quinasa en la 
membrana plasmática (Lallemand et al, 2009), disminuyendo la cantidad de éstos en 
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membrana cuando se produce contacto entre células para así evitar proliferación (Figura 
1).  
 
Figura 1. Esquema de las principales funciones de merlin. Cuando no está fosforilada, ejerce sus funciones 
supresoras de tumores en el núcleo. 
 
Sin embargo, no todas las actividades de merlin están relacionadas con la 
membrana y el citoesqueleto. Li et al, (2010) describieron cómo merlin es capaz de 
internalizar en el núcleo en su conformación cerrada y ejercer allí una nueva función 
supresora de tumores. El mecanismo consiste en que, una vez en el núcleo, merlin se une 
a la ubiquitín ligasa CRL4DCAF1 impidiendo que este complejo pueda ubiquitinizar otros 
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sustratos. Como consecuencia de esta inhibición, se activa la transcripción de numerosos 
genes involucrados en funciones supresoras de tumores. 
1.2.4 NF2 en otros tumores 
Aunque el schwannoma vestibular es el tumor con mayor frecuencia de 
alteraciones de este gen, NF2 se encuentra también mutado en una amplia variedad de 
otros tipos tumorales. Meningiomas y ependimomas, que se originan de células 
aracnoideas y del epéndimo respectivamente, son tumores que presentan mutaciones de 
este gen con relativa frecuencia, detallada más abajo. En los meningiomas, la tasa de 
mutaciones de NF2 depende del subtipo histológico, siendo los meningiomas 
fibroblásticos y transicionales, con tasas de hasta el 80%, los más afectados. En el caso de 
los meningiomas meningoteliales, el número baja considerablemente hasta el 25% 
(Wellenreuther et al, 1995). Asimismo, en el caso de los ependimomas, distintos subtipos 
también cuentan con diferentes niveles en la alteración de NF2. Entre un 29 y un 38% de 
los ependimomas espinales presentan pérdida de merlin (Gutmann et al, 1997b;  Lamszus 
et al, 2001; Rajaram et al, 2005), siendo menos común en ependimomas de células claras 
(Fouladi et al, 2003) y en los craneales (Rajaram et al, 2005). Se ha descrito también una alta 
tasa de mutaciones de NF2 en mesoteliomas (Bianchi et al, 1995), y en menor medida en 
gliomas, melanomas (Bianchi et al, 1994), cáncer de tiroides, carcinoma hepático, 
carcinoma de pulmón y leucemia aguda (Yoo et al, 2012). En tumores que presentan bajos 
niveles de merlin, se ha comprobado que un aumento del merlin funcional puede inhibir 
el crecimiento de gliomas (Lau et al, 2008) y melanomas (Murray et al, 2012). 
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1.2.5 Otras alteraciones moleculares en los schwannomas vestibulares 
A pesar de que en los schwannomas vestibulares no se han hallado más 
mutaciones recurrentes que la del gen NF2, se han descrito diversas vías de señalización, 
así como aberraciones cromosómicas distintas a la LOH del 22q. Queda por comprobar si 
estas perturbaciones son preliminares a la pérdida de merlin o si bien son secundarias a 
su ausencia. 
1.2.6 Alteraciones cromosómicas 
Aunque en general la constitución alélica de los schwannomas se ha descrito como 
estable, se han encontrado pérdidas en 1p, 7p, 9p, 13p, 15p, 16p, 19p, 20q, 21q y Xq; y 
ganancias en 9q32, 11q, 17q, 19p y 19q (Antinheimo et al, 2000a; Warren et al, 2003; 
Koutsimpelas et al, 2011). Estas modificaciones suelen aparecer en bajos porcentajes de 
casos, como por ejemplo la ganancia de 9q32 detectada por Warren et al, (2003) que no 
pasa del 10% de los tumores analizados. Por ello, alteraciones concretas parecen ser algo 
esporádico de cada tumor, si bien hacen falta más estudios al respecto para poder 
confirmar esta hipótesis. 
1.2.7 Alteraciones  genéticas 
De forma análoga a los tumores malignos de las vainas de los nervios periféricos    
-MPNST- (Frohnert et al, 2003), los schwannomas vestibulares producen de forma 
constitutiva el factor de crecimiento glial neuregulina 1 -NRG1-, así como sus receptores 
ErbB2 y ErbB3 (Hansen & Linthicum, 2004; Hansen et al, 2006; Doherty et al, 2008). El 
ligando NRG1 actúa uniéndose al receptor ErbB2, que se asociará al receptor ErbB3 
provocando una cascada de señales que darán lugar a la supervivencia, proliferación y 
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diferenciación de las células de Schwann (Newbern & Birchmeier, 2010). Recientemente se 
ha demostrado que la proteína merlin producida en los axones, es capaz de regular esta 
vía reduciendo los niveles de ErbB2 (Schulz et al, 2014), lo que reafirma la importancia de 
estas moléculas en la formación de los schwannomas, además de sugerir un papel activo 
de los axones en el desarrollo de estos tumores. 
Otro gen descrito con una expresión alterada, en este caso por infraexpresión, es la 
caveolina 1 -CAV1- (Aarhus et al, 2010). La proteína codificada por este gen es 
fundamental en la formación de caveolas, que son invaginaciones de la membrana 
plasmática ricas en colesterol y cuya ausencia se ha documentado en numerosos tumores 
incluyendo el carcinoma oral de células escamosas (Han et al, 2004). En otros tumores 
como el cáncer de pulmón, el cáncer de próstata o algunos subtipos de cáncer de mama, 
se produce sobreexpresión de caveolina 1 favoreciendo la progresión tumoral, por lo que 
parece que la función específica de este gen es propia de cada tejido. 
En cultivos primarios derivados de schwannomas procedentes de pacientes con 
NF2, se ha demostrado la activación de las quinasas "P21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated 
Kinase 1" -Pak1- (Yi et al, 2008). Una de las causas de esta activación es la deficiencia de 
merlin, que actúa como inhibidor (Kissil et al, 2003). Esta activación parece fundamental 
en los schwannomas, ya que si se silencian los genes que codifican Pak1-4 mediante la 
técnica de shRNA -integrándose un inserto en el genoma que posteriormente produce 
pequeños ARN de interferencia que bloquean el gen elegido-, se reduce la capacidad de 
las células tumorales para crecer. Más aún, las células acaban silenciando el inserto de 
PAK1-4 mediante metilación (Yi et al, 2008), aunque no está claro si este silenciamiento es 
por el reconocimiento de la célula de ADN extraño, o bien por otra causa. 
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1.2.8 MicroRNAs en los schwannomas vestibulares 
Los microRNAs –miRNAs- son pequeñas moléculas de tamaño aproximado a 21-
25 nucleótidos, que generalmente están implicados en la degradación de ARN mensajero 
mediante su unión a la zona 3'UTR de éste. Cada miRNA es teóricamente capaz de 
disminuir los niveles de miles de mensajeros diferentes, siendo los mensajeros diana 
específicos de tejido. En los últimos años, dos trabajos han mostrado alteraciones de 
miRNAs en schwannomas. En el primero, se encontró el miRNA-21 sobreexpresado, 
mientras que la “phosphatase and tensin homolog” -PTEN- fue descrito como posible 
diana del miRNA-21 al encontrarse infraexpresado (Cioffi et al, 2010). Por otra parte, se ha 
descrito infraexpresión de miRNA-7 por Saydam et al, (2011). Al aumentar los niveles de 
este miRNA en cultivos celulares y en xenotransplantes de schwannomas en ratones, se 
ha comprobado que el crecimiento de estos tumores se reduce drásticamente. Por lo tanto, 
basándonos tanto en estudios en schwannomas como en otros tumores donde han sido 
comprobadas sus capacidades tumorales, parece claro que los miRNA constituyen una 
prometedora diana terapéutica de igual forma que los genes codificantes de proteínas 
clásicos.  
1.2.9 Metilación  
La metilación de dinucleótidos de CpG en el ADN es probablemente la 
modificación epigenética -sin cambios en la secuencia de ADN- más estudiada. 
Generalmente, se considera que la metilación aberrante de promotores suele llevar 
asociada pérdida de expresión en un determinado gen, mientras que la pérdida de 
metilación en regiones promotoras tiene como consecuencia la expresión de dicho gen. 
Estos fenómenos de hiper e hipometilación han sido ampliamente descritos en procesos 
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neoplásicos, como por ejemplo la hipermetilación aberrante del gen MGMT y su 
asociación con la mejor respuesta a temozolamida en glioblastomas (Esteller et al, 2000).  
El gen NF2 ha sido objeto de estudio epigenético en schwannomas para verificar si 
este mecanismo de silenciamiento génico está asociado a la deficiencia de merlin funcional 
en estos tumores. El primer trabajo que testó la metilación de NF2 fue llevado a cabo por 
Kino et al, (2001). En él, se sugirió la existencia de 3 sitios CpG en la región promotora del 
gen, que según su estado metilado o no metilado, influía en la expresión del mensajero de 
NF2, y que podrían ser causantes de silenciamiento en un 61% de casos. Gonzalez-Gomez 
et al, (2003), encontraron también un 18% de casos con metilación del promotor de NF2, 
además de otros genes como THBS1 -36%-, TP73 -27%-, MGMT -20%-, TIMP3 -18%-, RB1   
-4.5%- y p16INK4a -11%-. En un trabajo posterior, ampliando la serie a 88 schwannomas 
(Bello et al, 2007), se obtuvieron niveles similares en los genes THBS1 -30%-, TP73 -19%-, 
MGMT -16%- y TIMP3 -17%-. Comparando el grado de metilación con características 
clínicas, se obtuvo una correlación inversa entre el grado de crecimiento tumoral en estos 
tumores y la metilación aberrante del gen  RASSF1A (Lassaletta et al, 2007). Volviendo a la 
metilación del gen NF2 en schwannomas, en trabajos posteriores se detectaron niveles 
muy bajos de metilación en este gen (Kullar et al, 2010; Koutsimpelas et al, 2012), o más 
recientemente ni siquiera encontrada (Lee et al, 2012). Por lo tanto, parece que la 
metilación del gen NF2 en schwannomas no es un hecho frecuente que determine la 
expresión del gen, aunque tal vez la utilización de diferentes metodologías para el análisis 
de metilación podría justificar la divergencia de resultados. No obstante, otros genes sí 
podrían mostrar estas alteraciones epigenéticas, por lo que son necesarios estudios más 
profundos sobre el tema. 
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1.3 MICROARRAYS 
Tradicionalmente, la búsqueda de diferencias biológicas entre distintos tejidos, 
individuos o especies se ha llevado a cabo mediante la experimentación individual de 
cada molécula testada. La tecnología de los microarrays ha supuesto un salto cuantitativo 
en la cantidad de datos obtenidos a partir de muestras biológicas, ya que posibilita la 
adquisición de decenas o centenares de miles de mediciones en el mismo experimento. A 
pesar de que a nivel cualitativo estos datos masivos no superan en fiabilidad a las 
mediciones individuales de técnicas clásicas -aunque la precisión de estas técnicas 
masivas, así como su análisis ha ido mejorando con el tiempo-, resultan obvias las 
ventajas de este tipo de experimentos. Actualmente, se puede obtener el perfil genético 
completo de una serie de muestras de forma rutinaria y con análisis estadísticos que no 
requieren complejo software o especialistas en programación, característica esta última 
importante, ya que amplía su uso a muchos centros de investigación. 
Existen numerosas plataformas de microarrays, que no solo varían en el tipo de 
molécula a analizar -ADN, ARN, proteínas, etc- sino que además, dentro de cada una de 
ellas existen diferentes tecnologías. 
1.3.1 Microarrays de expresión  
Los más utilizados hasta ahora han sido aquellos destinados a cuantificar la 
expresión génica relativa de ARN mensajero. Existen dos tipos básicos de estos 
microarrays, los de ADNc (Schena et al, 1995) y los de oligonucleótidos (Lockhart et al, 
1996). A día de hoy, tres compañías copan la mayoría de la producción de microarrays de 
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expresión, con diferentes tecnologías cada una de ellas. En la empresa Agilent, los 
oligonucleótidos se imprimen en el soporte mediante la tecnología de SurePrint, que 
permite diseñar oligonucleótidos de 60 bases. En el caso de Illumina, las sondas se unen a 
pequeñas bolas magnéticas que se distribuyen aleatoriamente a lo largo del microarray. 
Posteriormente, se escanea para buscar la localización de cada bola. Los nucleótidos 
tienen una longitud de 50 bases. Las sondas de Affymetrix son de 25 bases, y se imprimen 
en el soporte correspondiente mediante una combinación de química y fotolitografía. Los 
microarrays de expresión de esta empresa son sin duda los más extendidos en 
publicaciones científicas, contando con tres modelos. El primero de ellos, basado en la 
unión de las sondas a la zona 3' de cada mensajero, contiene sondas con complemento de 
secuencia bases perfecto y sin él para evitar inespecificidades. Con ello se consigue una 
medición individual de la expresión de cada gen. En el caso de los Gene arrays, solo 
contiene sondas que complementan de forma perfecta, pudiéndose unir éstas a lo largo de 
varias zonas del mensajero, que proporciona después un valor promedio que nos dirá el 
alcance de la expresión del gen. Por último, los Exon arrays, también con sondas 
complementan de forma perfecta con la secuencia de bases, están diseñados para ofrecer 
resolución de diferentes isoformas de cada gen, siendo por lo tanto los que más 
información proporcionan. A nivel de gen, los resultados de las tres plataformas de 
Affymetrix son similares, encontrándose pocas diferencias cuando son comparadas 
(Pradervand et al, 2008; Okoniewski et al, 2007; Robinson & Speed, 2007). 
La expresión de los miRNAs también puede ser analizada mediante tecnología de 
microarrays. Debido a que el número de miRNAs aumenta constantemente, nuevas 
versiones de estos chips, independientemente de la compañía, aparecen en el mercado 
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cada poco tiempo. Las cuatro compañías con más presencia en este campo son Agilent, 
Affymetrix, Exiqon e Illumina. En el caso de Affymetrix, se usan 4 sondas por miRNA en 
hibridación perfecta. Estudios comparativos de las diferentes plataformas en las mismas 
muestras han encontrado que, aunque en general los datos son similares, existen 
diferencias entre los miRNAs que detecta cada plataforma (Callari et al, 2012; Del Vescovo 
et al, 2013).  
1.3.2 Microarrays de metilación 
Existen otros microarrays que nos ofrecen información epigenética sobre la 
probabilidad de que un dinucleótido de CpG determinado esté o no metilado. Los más 
extendidos en uso actualmente, y más recientes, son los Infinium HumanMethylation450 
BeadChip, de la compañía Illumina. Hasta 485.577 sitios CpG pueden ser testados 
mediante esta plataforma. El funcionamiento de esta tecnología se basa en dos tipos de 
sondas. En las de tipo I, la señal de un sitio CpG como metilado y demetilado están en el 
mismo canal -rojo o verde-, pero usando distinto cebadores. En las de tipo II, el canal 
demetilado -rojo- y el metilado -verde- usan los mismos cebadores. Posteriormente, la 
comparación entre la señal emitida metilado/demetilado ofrecerá un valor beta, que es la 
probabilidad de que un sitio CpG concreto esté metilado -cercano a 1- o demetilado           
-cercano a 0-. El tratamiento de procesamiento y el estadístico posterior, varían de manera 
amplia según el tipo de estudio. 
1.3.3 Aplicaciones de los microarrays 
La principal aplicación de los microarrays en cáncer consiste en la comparación 
entre tejido sano -control- y tumoral, o bien la identificación de nuevos subgrupos entre 
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muestras neoplásicas de un mismo tipo histopatológico. Cuando se establecen 
previamente agrupaciones de muestras, se utilizan métodos supervisados que 
proporcionan diferencias estadísticas entre los grupos dados. Cuando no se conocen, o 
bien se quiere comprobar la relación de las muestras sin asignar características previas, se 
usan métodos no supervisados como el coeficiente de correlación de distancias de 
Pearson. 
Existen numerosos estudios en la literatura de clasificaciones tumorales realizadas 
a partir de datos extraídos de microarrays, en muchos casos correlacionando los 
resultados moleculares con los parámetros clínicos. Uno de los primeros estudios en 
mostrar la capacidad de los microarrays de expresión para el descubrimiento y/o la 
predicción de clases -subtipos tumorales- fue descrita por Golub et al, (1999) entre 
leucemia mieloide y linfoblástica aguda. En cáncer de mama, Sørlie et al, (2001) 
establecieron, con el uso de microarrays de expresión de 427 genes, distintos subgrupos 
de tumores positivos al receptor de estrógenos con desigual pronóstico clínico. En 
glioblastomas, uno de los tumores más comunes y con peor pronóstico del sistema 
nervioso central, se identificaron cuatro grupos de expresión –proneural, neural, 
mesenquimal y clásico-, que se relacionaron además con numerosos parámetros 
moleculares descritos previamente como amplificación de EGFR -en el subtipo clásico y el 
neural-, la mutación de TP53 -en el proneural- o de NF1 –en el mesenquimal- (Verhaak et 
al, 2010).  
Los patrones de expresión de miRNA en cáncer son claramente diferentes a los del 
tejido no tumoral (Iorio et al, 2005; Porkka et al, 2007) y al igual que los patrones de 
expresión génica, también han permitido la identificación de factores pronósticos, como 
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en carcinoma nasofaríngeo (Liu et al, 2012), en cáncer de colon (Zhang et al, 2013), en 
leucemia linfocítica crónica (Calin et al, 2005) o cáncer de páncreas (Roldo et al, 2006); así 
como la clasificación de tumores (Rosenfeld et al, 2008), incluso en muestras que no 
podían ser caracterizadas por ARN mensajero (Lu et al, 2005). 
Los patrones obtenidos mediante microarrays de metilación, también han 
proporcionado información útil sobre la clasificación de diferentes tumores así como del 
pronóstico. En concreto, los llamados CpG island methylator phenotype -CIMP-, son 
subgrupos tumorales que presentan metilación de múltiples genes simultáneamente, lo 
que conlleva su silenciamiento. Dependiendo del tipo de cáncer, éste hecho se asocia con 
mejor o peor pronóstico. En neuroblastomas, el CIMP está asociado a mal pronóstico (Abe 
et al, 2005), mientras que en oligodendrogliomas se atribuye a una mejor respuesta del 
paciente al tratamiento quimioterapéutico (Mur et al, 2013).  
1.3.4 Limitaciones de los microarrays 
A pesar de la indudable aportación de los microarrays para el descubrimiento de 
nuevos subtipos tumorales, así como el establecimiento de otros ya existentes, esta 
tecnología presenta una serie de limitaciones que conviene poner de manifiesto para 
valorar de forma crítica los resultados de los diversos estudios. Las limitaciones dependen 
del tipo de microarray utilizado, ya que la problemática varía en función de la molécula 
necesaria para la hibridación -ADN, ARN, etc-, así como de la plataforma específica 
utilizada y el objetivo del estudio. Para el estudio del cáncer con microarrays de 
metilación y expresión, los principales obstáculos serían los siguientes: 
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- Muestra 
En primer lugar, como siempre que se trabaje con tejidos tumorales, la muestra 
debería ser representativa del tumor a analizar y contener un porcentaje de células 
tumorales suficientemente alto para no diluir los resultados con otro material. En muchos 
casos, los tumores son heterogéneos, variando los patrones de expresión entre diferentes 
zonas de la misma masa tumoral. Esta heterogeneidad ha sido descrita en glioblastomas, 
detectando en un mismo tumor dos de los cuatro subtipos -proneural y mesenquimal- que 
han sido caracterizados en esta neoplasia (Sottoriva et al, 2013). Asimismo, en el caso de 
análisis que involucren ARN, especialmente el mensajero por su longitud, hay que tener 
precauciones que impidan su degradación, como por ejemplo la rápida congelación de la 
muestra mediante nitrógeno liquido tras su resección quirúrgica y su posterior 
conservación a -80 ºC hasta que dicha muestra vaya a ser procesada. No obstante no 
pueden descartarse cambios en la expresión génica en el tumor desde el inicio de la 
intervención hasta su congelación. 
- Controles 
Para los estudios de expresión que requieran un control sano -no tumoral-, pueden 
existir limitaciones muy marcadas. Esto es especialmente relevante en aquellas neoplasias 
sin un origen celular claro o que están compuestas de varios tipos celulares, ya que el 
tejido sano de partida podría no ser representativo del tumor formado posteriormente. 
Este problema no se aplica a aquellos estudios en los que se comparan distintos tipos 
tumorales entre sí. 
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- Análisis de los datos 
En el caso de los estudios que incluyen métodos supervisados de análisis, los 
umbrales sobre los que se considera si hay o no alteración de un determinado parámetro 
pueden dar lugar a una excesiva subjetividad. En el caso de la expresión diferencial para 
considerar un gen infra o sobreexpresado, el método está relativamente estandarizado, 
como proponen en el consorcio del control de calidad para microarrays (Shi et al, 2006). 
Concretamente, sugieren un p-valor no astringente, es decir, sin correcciones adicionales 
como la de Bonferroni; y definir la existencia de cambio en la expresión en base a una 
diferencia de al menos el doble entre grupos. En general este valor de corte suele ser 
adecuado para el estudio del cáncer, aunque en otro tipo de estudios puede resultar muy 
restrictivo, como por ejemplo en estudios en los que se compare la respuesta de cultivos a 
una infección vírica (Jang et al, 2011). Sin embargo, en los microarrays de metilación, tanto 
el procesamiento de los datos como los umbrales para considerar hiper o hipometilación, 
varían de forma muy pronunciada entre diferentes estudios. 
- Efecto de lote 
Existen además determinadas limitaciones técnicas, que si bien pueden ser 
minimizadas mediante una buena planificación del experimento, en otros casos habrá que 
realizar correcciones a posteriori. Un ejemplo es el efecto de proceso por lotes -o efecto 
batch-, que ocurre cuando todas las muestras del mismo estudio no pueden ser analizadas 
a la vez, sino que se procesan en diferentes tiempos. En este caso, habrá que asegurar que 
se eligen muestras de todos los tipos -por ejemplo tumores y controles- en cada lote, 
siempre y cuando se conozcan los grupos. Antes de aplicar medidas correctoras, conviene 
asegurarse de que el efecto existe, ya que en algunas plataformas puede ser más marcado 
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que en otras o incluso no existir. Una vez que se detectan los efectos de lote, habrá que 
aplicar las correcciones pertinentes, para lo que existen numerosos paquetes estadísticos 
(Chen et al, 2011). Uno de los métodos más fiables por su gran reproducibilidad, es el 
método bayesiano descrito por Johnson et al, (2007). 
- Rango dinámico 
Los datos ofrecidos por los microarrays, especialmente en el campo de la 
expresión, han de ser considerados como informativos. Indican hacia dónde varía una 
medición concreta, por ejemplo si un gen determinado está más o menos expresado en un 
tipo tumoral concreto, en lugar de ser interpretado únicamente como una medición 
cuantitativa del parámetro en cuestión. La expresión de un gen obtenida mediante 
microarrays tiende a ser distinta, generalmente menor, que la obtenida con PCR 
cuantitativa o las nuevas técnicas de secuenciación masiva como el RNA-seq. Ello es 
debido a la diferencia de rango dinámico entre una y otra técnica, fenómeno ampliamente 
descrito (Abruzzo et al, 2005; Dallas et al, 2005; Wang et al, 2009; Kogenaru et al, 2012; Zhao 
et al, 2014). A pesar de esto, en general, e independientemente de la plataforma utilizada, 
los datos de microarrays de expresión se correlacionan bien con los de PCR cuantitativa 
(Canales et al, 2006; Wang et al, 2006). 
- Amplificaciones 
En los microarrays de expresión, hay que destacar que desde que el ARN es 
purificado hasta que se hibrida en el propio microarray, existen varios pasos que pueden 
introducir un sesgo posterior en las mediciones. El más crítico es la amplificación, que se 
realiza con el objetivo de conseguir la cantidad necesaria de ARN, desde que la muestra se 
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procesa al inicio, para hibridarla posteriormente en el microarray. En algunos casos puede 
llegar a distorsionar los resultados (Diboun et al, 2006), aunque en general éstos son 
reproducibles independientemente del protocolo utilizado (Li et al, 2005; McClintick et al, 
2003). 
1.3.5 Disponibilidad de los datos y su presentación en publicaciones 
A pesar de las limitaciones descritas para los microarrays, y el desarrollo de las 
nuevas tecnologías de secuenciación masiva, los microarrays continúan siendo empleados 
en muchos laboratorios, y siguen apareciendo numerosas aplicaciones de esta tecnología 
en la literatura científica. Por último, debemos destacar que en la mayoría de las 
publicaciones que usan microarrays, los datos sin procesar quedan disponibles para la 
comunidad científica, por lo que cualquier investigador interesado en ellos puede acceder 
y comprobar por sí mismo las conclusiones alcanzadas por los diferentes equipos de 
investigación, así como validar sus propios resultados o buscar nuevos hallazgos. Una de 
las plataformas más utilizadas es la Gene Expression Omnibus -GEO- database 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, siguiendo las indicaciones del Minimum Information 
About a Microarray Experiment -MIAME-, que son un conjunto de directrices para la 
correcta difusión de los datos (Brazma et al, 2001; Ball et al, 2004). 
1.3.6 Análisis de enriquecimiento 
Los resultados provenientes de microarrays pueden generar listas de cientos de 
miles de datos, lo que hace prácticamente imposible su análisis, al menos a nivel global, 
sin herramientas que lo faciliten. Para este trabajo, existen numerosas plataformas que 
traducen la ingente información que los investigadores proporcionan, devolviendo 
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resultados comprensibles como las rutas o vías moleculares de interés en nuestros datos. 
Uno de los análisis más extendidos es el de enriquecimiento, estando disponible de 
manera gratuita y libre en plataformas como DAVID (Huang et al, 2009a; Huang et al, 
2009b) http://david.abcc.ncifcrf.gov/. El funcionamiento de este programa es 
relativamente sencillo, aunque tiene numerosas opciones para personalizar los resultados 
obtenidos que lo pueden complicar. Según la lista de genes introducida y el total de genes 
testados, el programa calcula el enriquecimiento relativo de las vías implicadas, 
proporcionando además un valor de la robustez del resultado.  
1.3.7 Microarrays en schwannomas 
En schwannomas vestibulares se han realizado diversos estudios con tecnología de 
microarrays, la mayoría en el campo de la expresión génica. En el primero de ellos, se 
usaron 4 filtros "Expressed sequence tags” -EST- (Adams et al, 1991) de 25.920 genes en 7 
schwannomas vestibulares y un nervio sano como control (Welling et al, 2002). Se 
identificaron 42 genes sobreexpresados y 8 infraexpresados. En otro estudio, con 5 filtros 
EST de más de 25.000 genes en 8 schwannomas vestibulares y un nervio sano (Lasak et al, 
2002), el gen RB1 y varios genes codificadores de ciclinas fueron encontrados 
desregulados. Posteriormente, mediante microarrays Affymetrix HG-U133A en 16 
tumores y 3 nervios sanos, se detectó la expresión aberrante de 78 genes (Cayé-Thomasen 
et al, 2010), 75 de los cuales presentaron sobreexpresión y 3 infraexpresión. De los 78 
genes, 11 estaban implicados en diferenciación celular -como CCND1, CHL1 o ANXA1- y 
13 en adhesión -incluyendo PTEN, LAMB2 o L1CAM-. Con los microarrays ABI 1700 en 25 
schwannomas vestibulares y 3 controles, se obtuvo una amplia lista de genes alterados, 
entre los que figuraba la infraexpresión de la caveolina-1, que fue confirmada por 
  
Introducción  
37 
inmunohistoquímica (Aarhus et al, 2010). Recientemente, se compararon los patrones de 
expresión entre 6 schwannomas vestibulares sólidos y 11 quísticos, obteniéndose una 
serie de genes desregulados -CNTF, COL4A3 o COL4A4- entre estos grupos (Zhang et al, 
2014).  
El patrón de expresión de schwannomas también ha sido comparado con el de 
meningiomas (Martinez-Glez et al, 2009). En este caso, utilizando microarrays de 96 genes, 
se establecieron dos grupos de expresión de schwannomas, uno de ellos mostrando un 
patrón similar al del tejido control -meninges-, mientras que el otro era más parecido a los 
meningiomas. 
En cuanto a la expresión de miRNAs mediante microarrays, hay un solo estudio 
previo (Saydam et al, 2011). En este caso, se analizaron 10 tumores y 2  controles sanos, 
detectándose 19 miRNAs desregulados de los 407 testados. Hasta la fecha, no hay 
publicado ningún estudio de microarrays de metilación en schwannomas. 
Si bien las funciones del producto proteico del gen NF2, merlin, son relativamente 
bien conocidas en comparación a lo publicado en la década anterior, siguen existiendo 
numerosas preguntas sin resolver respecto a su implicación en tumores de origen celular 
tan concreto. Así mismo, se han desentrañado varias vías moleculares alteradas en los 
schwannomas, que han posibilitado incluso diversos ensayos terapéuticos, aunque el 
alcance de éstos sea más bien limitado (Plotkin et al, 2009; Plotkin et al, 2010; Karajannis et 
al, 2012; Karajannis et al, 2014). Los métodos de datos masivos del presente trabajo, 
ayudarán sin duda a delimitar el perfil genético y epigenético de los schwannomas, 
siendo un primer paso hacia la búsqueda farmacológica de compuestos que ayuden a los 
pacientes que sufren esta enfermedad, y en el grado que sea posible, evitar los 
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tratamientos agresivos que en muchas ocasiones condiciona su calidad de vida. Además, 
con el objetivo de buscar dianas que sean especialmente válidas para pacientes con NF2, 
incluimos un estudio de la expresión comparada entre schwannomas y otros tumores 
comunes en esta enfermedad genética, los meningiomas.   
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2. OBJETIVOS 
 
 
1 – Establecer el estado mutacional del gen NF2 y de la pérdida de heterocigosidad del 
brazo largo del cromosoma 22, a través de la búsqueda de alteraciones del gen de una 
serie de 51 schwannomas vestibulares esporádicos, así como de 6 con origen en pacientes 
de NF2 y 4 schwannomas no-vestibulares. 
2 – Testar la amplificación o ganancia de copias de varios genes relacionados con la 
génesis de schwannomas y tumores del sistema nervioso. 
3 – Conocer el perfil genético, mediante microarrays de expresión del ARN mensajero y 
de miRNAs, en schwannomas vestibulares y una serie de controles no tumorales. 
4 – Identificar alteraciones en la metilación de sitios CpGs en las mismas muestras 
testadas para los microarrays de expresión, con el fin de establecer posibles mecanismos 
de la desregulación génica. 
5 – Con los datos obtenidos en los anteriores puntos, identificar marcadores moleculares 
con potencial diagnóstico, pronóstico y terapéutico. 
6 – Para buscar marcadores especialmente útiles en pacientes con NF2 testar, en una serie 
de meningiomas, genes desregulados en estos tumores y compararlos con el patrón 
obtenido en los schwannomas. 
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3.1 ARTÍCULO 1 
 
TÍTULO: NF2 genetic alterations in sporadic vestibular schwannomas: clinical 
implications. 
 
REVISTA: Otology & Neurotology. Año: 2013 Volumen: 34 Páginas: 1355-1361. 
 
AUTORES: Luis Lassaletta, Miguel Torres-Martín, Carolina Peña-Granero,  
José María Roda, Santiago Santa-Cruz-Ruiz, Javier S. Castresana, Javier Gavilán y  
Juan A. Rey. 
 
RESUMEN: En este trabajo se buscan si las alteraciones en el gen NF2 guardan relación 
clínica en pacientes con schwannoma vestibular esporádico. Se realizaron correlaciones 
entre las distintas alteraciones moleculares de NF2 (mutación del gen y pérdida de 
heterocigosidad del cromosoma 22), y la información clínica de cada paciente. Se detectó 
cambio de secuencia de NF2 en un 49% de los pacientes, LOH de 22q en el 57% y pérdida 
de al menos un exón mediante MLPA en el 13.7% de los casos. Se registró un solo evento 
mutacional en NF2 en el 27% de los tumores, 2 en el 45%. No hubo asociación entre el tipo 
de mutación de NF2 y parámetros clínicos. La presencia de mutaciones en NF2 mediante 
la técnica de PCR/dHPLC (que detecta pequeñas mutaciones) se asoció a la ausencia de 
pérdida de audición en el momento de la detección de la lesión tumoral, así como a la no 
penetración del tumor en el canal auditivo interno. La inactivación del gen NF2 mediante 
todas las técnicas empleadas fue más frecuente en pacientes fumadores que en no 
fumadores.  
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METODOLOGÍA: 
 
- Se estudiaron 51 schwannomas vestibulares esporádicos y la correspondiente sangre 
periférica de los pacientes. 
- La extracción del ADN genómico de tumor y sangre periférica se llevó a cabo utilizando 
Wizard®Genomic DNA Purification Kit de Promega. 
- Para testar la pérdida de heterocigosidad en el brazo largo del cromosoma 22, se 
utilizaron 5 marcadores microsatélites de regiones altamente polimórfica -D22S275, 
D22S264, D22S929, D22S268 y D22S280-. Mediante esta técnica, al comparar el ADN de la 
muestra tumoral con el propio ADN de sangre periférica del paciente, se pueden 
identificar pérdidas alélicas en el tejido tumoral. 
- El análisis mutacional de pequeñas deleciones, inserciones o cambios de secuencia, se 
realizó mediante la reacción en cadena de la polimeras/cromatografía líquida 
desnaturalizante de alto rendimiento (PCR/dHPLC) como screening inicial. Tras la 
amplificación de un fragmento de de ADN determinado mediante PCR, se desnaturaliza 
y renaturaliza el ADN para formar homoduplex y heteroduplex, que muestran un patrón 
diferente en el dHPLC. Posteriormente, se secuenciaron bidireccionalmente aquellas 
muestras con un cambio en el patrón de dHPLC. 
- Para detectar grandes mutaciones como pérdida o duplicación de exones enteros, se 
empleó la amplificación múltiple dependiente de ligasa (MLPA). El kit usado fue la 
SALSA P044 NF2, que incluye los 17 exones de NF2 y dos regiones promotoras. Mediante 
el uso de muestras control, se puede determinar si el estado alélico de un fragmento 
analizado corresponde a: amplificación, ganancia de copias, constitución normal, pérdida 
de heterocigosidad o pérdida monosómica (de mayor a menor número de copias). 
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3.2 ARTÍCULO 2 
 
TÍTULO: DNA copy gains of tumor-related genes in vestibular schwannoma. 
 
REVISTA: European Archives of Oto-Rhino-Laryngology. Año: 2013 Volumen: 270 
Páginas: 2433-2438. 
 
AUTORES: Luis Lassaletta, Miguel Torres-Martín, Jesús San-Román-Montero,  
Javier S. Castresana, Javier Gavilán y Juan A. Rey. 
 
RESUMEN: La ganancia de copias es un mecanismo habitual de sobreexpresión génica en 
tumores. En este estudio, determinamos el nivel de dosis génica en 7 genes relacionados 
con schwannomas y otros tumores del sistema nervioso (EGFR, ERBB2, ERBB3, ERBB4, 
MDM2, MDM4 y NMYC). Las ganancias génicas fueron correlacionadas con datos 
demográficos, clínicos y radiológicos. El 48% de las muestras presentaron al menos uno 
de los genes con ganancia de copias. No se detectó amplificación génica. Se encontró 
correlación clínica entre el tamaño tumoral y las ganancias de copias de ERBB2. Los 
pacientes con ganancia de copias en este gen, mostraron un mayor tamaño por diámetro y 
volumen. Las ganancias de copias detectadas en EGFR, ERBB2, ERBB4 y MDM4 se 
asociaron con la presencia de tínitus antes de la operación. Al contrario de lo que ocurre 
en el desarrollo de otros tumores del sistema nervioso, en los schwannomas vestibulares 
no parece que se den fenómenos de amplificación génica, al menos en los genes 
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estudiados. No obstante, pequeñas ganancias de copias podrían desempeñar alguna 
función en el comportamiento biológico de estos tumores. Estos resultados apoyan el 
papel de ERBB2 en el desarrollo y crecimiento de los schwannomas vestibulares. 
 
METODOLOGÍA: 
 
- Se estudiaron 33 schwannomas vestibulares y sangre periférica de un individuo sano 
como control. 
- La extracción del ADN genómico de tumor y sangre periférica se realizó mediante el 
Wizard®Genomic DNA Purification Kit de Promega. 
- La PCR cuantitativa en tiempo real se realizó con el kit Quantimix Easy SYG de Biotools. 
El termociclador usado fue el modelo LightCycler de Roche. El gen elegido como control 
fue el ribosómico 18S, ya que su expresión es estable en diferentes tejidos y condiciones. 
La cantidad relativa de cada amplicón se determinó mediante el software LightCycler 
Relative Quantification de Roche. Tras normalizar los valores brutos con el gen control y 
la muestra control (no tumoral), se obtuvieron los valores procesados, donde 1 equivale a 
la constitución alélica no alterada. Valores comprendidos entre 2 y 5 son considerados 
como amplificación de bajo nivel (ganancia de copias), mientras que valores mayores de 5 
habrían sido considerados amplificados. 
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3.3 ARTÍCULO 3 
 
TÍTULO: Microarray analysis of gene expression in vestibular schwannomas reveals 
SPP1/MET signaling pathway and androgen receptor deregulation. 
 
REVISTA: International Journal of Oncology. Año: 2013 Volumen: 42 Páginas: 848-862. 
 
AUTORES: Miguel Torres-Martín, Luis Lassaletta, Jesús San-Román-Montero,  
José María de Campos, Alberto Isla, Javier Gavilán, Bárbara Melendez, Giovanny R. Pinto, 
Rommel R. Burbano, Javier S. Castresana y Juan A. Rey. 
 
RESUMEN: Mediante tecnología de microarrays, testamos las diferencias de expresión en 
genoma completo en una serie de schwannomas vestibulares y tejido sano. Encontramos 
1.516 genes desregulados. Entre estos genes, destacamos el receptor MET y genes 
relacionados en su transactivación como las integrinas (ITGA4)/(ITGAB6), la plexina 
(PLEXNB3) y su ligando la semaforina A5 (SEMA5), así como la infraexpresión de 
caveolina-1 CAV1. Además, la infraexpresión del receptor de andrógenos (AR), podría 
indicar una causa o consecuencia hormonal en schwannomas vestibulares. Otro gen 
desregulado en nuestra serie de schwannomas, la osteopontina (SPP1), fue descrito 
previamente como responsable de la degradación de merlin a nivel de proteína, lo que 
podría ser un mecanismo análogo en aquellos schwannomas sin mutación de NF2. Por 
último, no encontramos grandes variaciones de expresión entre schwannomas con 
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distintas características clínicas o moleculares, aunque no son descartables variaciones en 
pequeños grupos de genes. 
 
METODOLOGÍA: 
 
- Se estudiaron 31 schwannomas vestibulares, 28 de ellos de origen esporádico y 3 de 
pacientes con NF2. Como control, se utilizaron 9 muestras; 8 de ellas nervios no tumorales 
y 1 proveniente de cultivo primario de células de Schwann. 
- Para la extracción de ARN se utilizó el Rneasy® Mini Kit de Qiagen, que purifica los 
ARNs de más de 200 bases. 
- El ARN fue hibridado en los microarrays de Affymetrix Human Gene 1.0 ST (capaz de 
testar 28.132 genes). La normalización y sumarización de los mismos se realizó mediante 
el algoritmo Robust Multichip Average (RMA). Al permitir estos microarrays hacer 
análisis a nivel de gen y a nivel de exones, ambos fueron usados. La corrección de lote se 
hizo mediante el paquete ComBat del programa estadístico R. Los análisis estadísticos se 
realizaron con el programa MultiExperiment Viewer. El umbral para considerar un gen 
desregulado fue del doble o la mitad de cambio entre los grupos analizados y un p-valor 
≤0.05 (t-test).  
- La extracción del ADN, el análisis molecular del gen NF2 y la LOH del cromosoma 22 
fueron determinados de la misma manera que en el Artículo 1.  
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- Los microarrays fueron validados en 48 genes mediante PCR en tiempo real con sondas 
TaqMan  en un sistema de detección ABI PRISM 7900HT. Esta validación se realizó en 
todas las muestras (tumores y controles) por duplicado.  
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3.4 ARTÍCULO 4 
 
TÍTULO: Global profiling in vestibular schwannomas shows critical deregulation of 
microRNAs and upregulation in those included in chromosomal region 14q32. 
 
REVISTA: PLoS One. Año: 2013 Volúmen: 8 Artículo: e65868. 
 
AUTORES: Miguel Torres-Martín, Luis Lassaletta, de Campos JM, Alberto Isla,  
Javier Gavilán, Giovanny R. Pinto, Rommel R. Burbano, Farida Latif, Bárbara Melendez, 
Javier S. Castresana y Juan A. Rey. 
 
RESUMEN: Los microRNAs son ARNs no codificantes de entre 21 y 25 nucleótidos que 
regulan la expresión génica a nivel post-transcripcional. Generalmente, el mecanismo es 
mediante la degradación del ARN mensajero. Se encontraron un total de 174 miRNAs 
desregulados en los schwannomas. Entre otros, se identificó la infraexpresión de miR-10b, 
miR-206, miR-183 y miR-204; así como la sobreexpresión de miR-431, miR-221 y miR-21. 
Además, se identificó la sobreexpresión de un clúster de miRNAs localizado en el 
cromosoma 14q32. Se validaron 10 miRNAs por PCR en tiempo real: 4 mostraban 
sobreexpresión, 4 infraexpresión y en 2 no había cambios. En todos los casos la tendencia 
de la desregulación se mantuvo entre los datos procedentes del análisis por microarrays y 
los datos obtenidos mediante PCR en tiempo real. 
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METODOLOGÍA: 
- El ARN total, que incluye los miRNAs de las muestras, fue extraído con el kit mirVana 
miRNA Isolation de Ambion.  
- El ARN de 16 schwannomas vestibulares y 3 controles -nervios sanos- se hibridó en el 
microarray GeneChip miRNA 1.0, de Affymetrix. Esta plataforma nos permite testar los 
niveles de expresión de los miRNAs presentes en la miRBase (http://www.mirbase.org/) 
de la versión 11.0 del 15 de abril de 2008. La corrección por lotes se realizó con el 
programa Partek Genomic Suite 6.6. El umbral para considerar un miRNA como 
desregulado entre dos grupos fue del doble o la mitad de cambio entre los grupos 
analizados y un p-valor ≤0.05 (t-test). 
- La extracción del ADN, el análisis molecular del gen NF2 y la LOH del cromosoma 22 
fueron determinados de la misma manera que en el Artículo 1.  
- La validación por PCR en tiempo real se llevo a cabo mediante miRCURY locked nucleic 
acid (LNA), Universal RT microRNA PCR protocol qRT-PCR de la compañía Exiqon. La 
síntesis de cDNA y las amplificaciones se realizaron de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante por duplicado. 
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3.5 ARTÍCULO 5 (En revisión) 
 
TÍTULO: Genome-wide methylation analysis in vestibular schwannomas shows putative 
mechanisms of gene expression modulation and global hypomethylation at the HOX gene 
cluster 
 
AUTORES: Miguel Torres-Martín, Luis Lassaletta, José María de Campos, Alberto Isla, 
Giovanny R. Pinto, Rommel R. Burbano, Bárbara Melendez, Javier S. Castresana 
y Juan A. Rey. 
 
RESUMEN: En este estudio comparamos el patrón de metilación del ADN de 
schwannomas vestibulares y controles sanos, así como una serie de schwannomas no-
vestibulares. Nuestros resultados muestran una tendencia a la hipometilación en los 
tumores. Además, hallamos hipometilación en los 4 clústeres de genes HOX en 
numerosos sitios CpG en los schwannomas vestibulares, pero no en los no-vestibulares. 
Entre los genes y microRNAs hipometilados en la región promotora, encontramos casos 
con infraexpresión como el miRNA-21, MET y PMEPA1. También fueron establecidos 
patrones de metilación aberrante que podrían ser compatibles con splicing alternativo, 
como en los genes NRXN1 y MBP. Este hecho incrementaría enormemente la complejidad 
de los patrones de expresión y metilación. Globalmente, nuestro estudio muestra patrones 
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de metilación que podrían originar desregulación en la expresión génica, y que por lo 
tanto podrían tener relevancia terapéutica. 
 
METODOLOGÍA: 
- Se estudiaron 36 schwannomas vestibulares (de los trabajos anteriores), 4 no vestibulares 
y 5 nervios no tumorales. 
- La extracción del ADN, el análisis molecular del gen NF2 y la LOH del cromosoma 22 
fueron determinados de la misma manera que en el Artículo 1. 
- Se trató el ADN con bisulfito con el kit EZ DNA methylation de Zymo Research. 
Después, este ADN fue hibridado en los microarrays Infinium Human Methylation 450K 
BeadChip de Illumina. 
- Para el procesamiento y el análisis de los datos se utilizaron tres paquetes del programa 
estadístico R: Lumi, IMA y Methyanalysis. Al procesar los datos, se obtiene un número 
llamado valor Beta por cada CpG, que está comprendido entre 0 -nula probabilidad de 
que un sitio CpG esté metilado- y 1 -muy probable la metilación-. Este valor Beta es 
después transformado mediante una función logit al valor M, que mejora la validez 
estadística. Con la matriz de datos resultante y tras diversas normalizaciones, se 
comparan grupos mediante t-test. El umbral en este caso para considerar un sitio CpG 
como diferencialmente metilado o hipometilado en un grupo con respecto a otro, es de 
una diferencia de 1 en el valor M y un p-valor ajustado por Bonferroni de p≤0.05. 
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- Para la extracción de ARN de los schwannomas vestibulares, los controles sanos y de los 
4 schwannomas no-vestibulares se utilizó el Rneasy® Mini Kit de Qiagen, que purifica los 
ARNs de más de 200 bases. 
- El ARN fue hibridado en los microarrays de Affymetrix Human Gene 1.0 ST. La 
normalización y sumarización de los mismos se realizó mediante el algoritmo Robust 
Multichip Average (RMA). Los análisis fueron a nivel de exón. Se estudiaron las muestras 
del Artículo 3, otros 3 schwannomas vestibulares procedentes de pacientes de NF2 y 4 
schwannomas no-vestibulares. 
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Genome-wide methylation analysis in vestibular 
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Miguel Torres-Martín1, Luis Lassaletta2, Jose M de Campos3, Alberto Isla4, Giovanny R. 
Pinto5, Rommel R. Burbano6, Bárbara Melendez7, Javier S. Castresana8, and Juan A. Rey1 
1Molecular Neuro-oncogenetics Laboratory; Research Unit. Hospital Universitario La Paz; IdiPAZ; Madrid, Spain; 2Department of 
Otolaryngology; Hospital Universitario La Paz; IdiPAZ; Madrid, Spain; 3Neurosurgery Department; Fundacion Jimenez Diaz; Madrid, 
Spain; 4Neurosurgery Department; Hospital Universitario La Paz; IdiPAZ; Madrid, Spain; 5Genetics and Molecular Biology Laboratory; 
Federal University of Piau; Parnaiba, Brazil; 6Human Cytogenetics Laboratory; Institute of Biological Sciences, Federal University of 
Para; Belem, Brazil; 7Molecular Pathology Research Unit; Virgen de la Salud Hospital; Toledo, Spain; 8Department of Biochemistry and 
Genetics; University of Navarra School of Sciences; Pamplona, Spain. 
Keywords: Tumor, DNA methylation, schwannomas, NF2, HOX, microarray, gene expression, 
Neurofibromatosis type 2. 
Abbreviations: miRNA, microRNA; PCA, principal component analysis; LOH, Loss Of 
Heterozygosity; NF2, Neurofibromatosis type 2; Hox, Homeobox; CIMP, CpG island methylator 
phenotype; TSS, Transcriptional Start Site; GEO, Gene Expression Omnibus. 
Disclosure of Potential Conflicts of Interest 
The authors have no potential conflicts of interest. 
 
Schwannomas are tumors that develop from Schwann cells in the peripheral nerves and 
commonly arise from the vestibular nerve. Vestibular schwannomas can present unilaterally and 
sporadically or bilaterally when the tumor is associated with neurofibromatosis type 2 syndrome. 
The hallmark of the disease is biallelic inactivation of NF2 gene by mutation or loss of 
heterozygosity of chromosome 22q, where this gene is harbored. In this study, we employed 
Infinium Human Methylation 450K BeadChip microarrays in a series of 36 vestibular 
schwannomas, 4 nonvestibular schwannomas and 5 healthy nerves. Our results show a trend 
towards hypomethylation in schwannomas. Furthermore, HOX genes, located at 4 clusters in the 
genome, displayed hypomethylation in several CpG sites in the vestibular schwannomas but not in 
the nonvestibular schwannomas. Several microRNA and protein-coding genes were also found to 
be hypomethylated at promoter regions and were confirmed as upregulated by expression 
analysis; including miRNA-21, MET and PMEPA1. We also detected methylation patterns that 
might be involved in alternative transcripts of several genes such as NRXN1 or MBP, which would 
increase the complexity of the methylation and expression pattern. Overall, our results show 
specific epigenetic signatures in several coding genes and microRNAs that could potentially be 
used as therapeutic targets. 
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Introduction 
Schwannomas are low-grade tumors that arise from the Schwann cells of peripheral 
nerves. Although these tumors can originate from numerous locations, they usually develop from 
the vestibulocochlear nerve, accounting for up to 10% of intracranial tumors. Vestibular 
schwannomas can be sporadic and unilateral or bilateral when they are associated with the 
genetic disorder neurofibromatosis type 2 syndrome. Current treatment options for 
schwannomas include “wait and scan”, surgery and radiosurgery. Although recurrence is generally 
not expected, the consequences of treatment for patients can be devastating, especially for 
patients who have several tumors, such as NF2 patients. The most common molecular disorder of 
vestibular schwannomas is the mutation of the NF2 tumor-suppressor gene and LOH in the locus 
of this gene at chromosome 22q, which at the cytogenetic level was observed as monosomy of 
chromosome 22.12 NF2 encodes for Merlin, a FERM domain protein that has 2 main isoforms and 
a wide variety of functions. Tumor mechanisms via the loss of Merlin function involve cytosol (via 
internalization of tyrosine kinase receptors, the hippo pathway or angiomotin3) and nuclear, 
which suppress tumorigenesis by inhibiting the ubiquitin ligase CRL4DCAF1.4 Other molecular 
alterations include ErbB2-ErbB3/Nrg1 constitutional activation,5 caveolin-1 downregulation6 and 
MET and osteopontin upregulation, which has been suggested as an alternative to Merlin 
degradation in schwannomas.7 It has also been proposed that a YAP-driven signaling network 
induces tumor proliferation.8 Several clinical trials for treating schwannomas in NF2 patients have 
been conducted in recent years, a number of which have had promising outcomes,9 while others 
have shown no patient improvement.1011 
Among epigenetic mechanisms, cytosine methylation at CpG dinucleotides is probably the 
most widely studied. The CpG sites are usually clustered within the DNA in enriched zones known 
as CpG islands, flanked by less enriched shores and then by shelves. Methylation has been studied 
in gene promoter at TSS and 5‘UTR regions, normally in connection with mRNA transcriptional 
repression. Nevertheless, current research is increasing the attention on the lesser-known 
mechanisms of action of methylation within gene bodies and 3‘UTR regions. Recent experiments 
have shown that intragenic DNA methylation might be related to the regulation of alternative 
promoters12 or to controlling transcriptional noise.13 The methylation processes for diseases such 
as cancer have been widely reported.14 Tumor-suppressor gene silencing and oncogene 
hypomethylation are well known mechanisms of tumor development. The individual patient 
response to treatment can be predicted, such as the glioma response to alkylating agents based 
on MGMT methylation status.15 MiRNA also present aberrant epigenetic processes, in the same 
manner as protein-coding genes.16 DNA methylation also participates in embryogenesis and tissue 
development, with Hox cluster genes playing a pivotal role in this process. 
In schwannomas, the aberrant methylation of genes (including THBS1, MGMT, TP73 and 
TIMP3) has been identified by methylation-specific PCR.1718 NF2 methylation does not seem to be 
a mechanism of Merlin loss in schwannomas,1920 although specific CpG sites might be involved.21 
Thus, the epigenetic landscape of schwannomas remains poorly described and understood. 
Current wide epigenetic genomic profiling techniques include next generation sequencing and 
microarray technology. Using these techniques numerous prognostic factors have been identified, 
including the CIMP in various tumors such as oligodendrogliomas22 and ependymomas.23 Using 
the Illumina 450k Infinium BeadChip kit, we tested 485 000 individual CpG sites to find aberrant 
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methylation in 36 vestibular and 4 nonvestibular schwannomas, with the aim of detecting 
aberrant methylation along tumors, differential methylation of CpG sites based on clinical 
characteristics and ultimately finding potential therapeutic targets. These findings were 
correlated with whole genome expression data from our previous analysis on the same cases, to 
determine whether there is any relationship between distinct epigenetic changes and gene 
expression variations. 
Results 
An overall view of vestibular schwannoma methylation patterns shows a trend to 
hypomethylation 
A total of 6553 CpG sites were hypermethylated in vestibular schwannomas at autosomes 
when they were compared with control nerves (corrected p-value and M-value differences of at 
least 1). Hypomethylation occurred in 8307 CpG sites, suggesting that this alteration was more 
common in the tumors. Through chromosome shredding (Table 1), we observed that 
hypomethylation was more frequent in all autosomes except at chromosomes 16, 19 and 22, 
where hypermethylation involved more CpG sites. Chromosomes 2, 10, 12 and 21 had greater 
hypomethylation among its probes. Using genes as references for a given CpG, we established 6 
categories for each mRNA transcript (TSS1500, TSS200, 5'UTR, 1st exon, gene body and 3'UTR). In 
all 6 regions, the hypomethylation was constant but was more frequent in the 3'UTR regions, 
followed by the 5'UTR and gene body regions (Table 2). The TSS regions and the 1st exon region 
were almost equal in the number of altered CpG sites. In terms of the location of a CpG site in an 
epigenetic context (in an island, shore or shelf), hypermethylation appeared more relevant on 
islands and slightly less so at the shores, while hypomethylation was greatly increased at island 
shelves and in open sea. By a significant margin, the open sea region had the most alterations in 
terms of total numbers. The north-south shores and shelves had similar levels in terms of the 
percentage of methylated and hypomethylated CpG sites. In relative numbers, the islands were 
less affected by epigenetic mechanisms.  
Functional annotation tools for hypomethylated regulatory regions using DAVID 
(excluding those CpGs on gene bodies) showed enrichment in terms of axon projection, Sema-
plexin domains, homeobox sequence, apoptosis and Ras/rho signaling. Hypermethylated 
regulatory regions were enriched in cell motility, adhesion and cytoskeleton.  
Gene methylation patterns 
In order to compare the genes with altered methylated patterns in vestibular 
schwannoma and controls, we grouped the microarray probes into the 6 categories before used 
for each transcript (TSS1500, TSS200, 5'UTR, 1st exon, gene body and 3'UTR) with the IMA 
regionswrapper function. Hypomethylation was more frequent than hypermethylation (849 vs. 
562 genes). By a significant margin, the region showing the largest number of altered genes in 
both hypomethylation and hypermethylation was 3'UTR. The 344 hypomethylated genes in this 
3'UTR region included MTOR, HOXD4, PAX8 and SOX8, while the 152 hypermethylated genes 
included SOX1, ROBO4 and NEU4. The next region with the largest number of alterations was the 
gene body, with 127 hypomethylated genes including EVI2A, HOXD4, CTNND1 and PMP2 and 106 
aberrant methylated genes including VSTM1, NDEL1 and ESM1. EVI2A is located within an intron 
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of NF1, but this gene showed no epigenetic alteration. First exon hypomethylation was found in 
75 genes (such as PMP2, MBP and MOG) and was similar to hypermethylation in 73 genes 
(including S100P, SOX1 and IGF1). Region 5'UTR showed the lowest number of total altered genes 
with 127; 60 of them displayed hypermethylation (e.g., HOXD3, S100B and HEPACAM) and 67 
presented hypomethylation (e.g., APOL4 and IGF1). Finally, TSS regions had 407 altered genes, 
displaying 236 hypomethylated genes (such as TP63, TNF, CTNND1 and S100A2) and 171 
hypermethylated genes (including ITGAE, FOXD2 and TFAP2A).  
At the single CpG level, we also searched for genes showing several probes with aberrant 
methylation patterns. Since Schwann cells contribute to the insulation of axons by myelin (a lipid 
covering), we searched for genes involved in myelination and lipid processes. We found a set of 
these cells to be altered, including MBP, PMP2, G0S2, FABP7, OSBPL5, CNP, APOB and MOG. 
Numerous Hox genes, which participate in body plan development, showed a differential 
methylation pattern, in most cases hypomethylation. The HOXD cluster, located at chromosome 
2q, showed HOXD1, HOXD3, HOXD4, HOXD8 and HOXD9 to be clearly hypomethylated in 35 
probes (Fig. 1). The HOXA cluster, located at chromosome 7p, also had this pattern in a total of 27 
probes in HOXA3, HOXA4, and HOXA6. In the HOXB cluster, at 17q, 15 CpG sites were 
hypomethylated (including HOXB1 and HOXB3), and 3 were hypermethylated, 2 of them at the 
HOXB2 gene. Finally, cluster HOXC, at chromosome 12q, had 16 hypomethylated probes, mainly 
at HOXC4. MEIS1, MEIS2, PBX1 and PBX2 (Hox gene cofactors) presented differential methylation 
patterns in 19, 10, 8 and 2 CpG sites, respectively, most located at the gene body. The MEIS 
cofactors showed hypermethylation while the PBX cofactors presented hypomethylation, except 
in 4 CpG sites of PBX1. 
 
Figure 1. HoxD gene cluster at chromosome 2 shows hypomethylation processes. M-vale 
graphical representation. Blue intensity reflects unmethylation, while red shows methylation. 
Control nerves are bounded by a green box, while nonvestibular schwannomas are above (red 
box). Vestibular samples are not highlighted. The miRNA-10b, present at the cluster, also had the 
same alteration.  
 
A set of genes showed different methylation levels along CpG sites included within the 
gene, i.e., several CpGs were hypomethylated and others were hypermethylated. This might be 
lead to alternative transcription. In the MBP gene, 3 CpG at 5'UTR and TSS sites of isoforms 
NM_001025100 and NM_001025101 were hypermethylated, while smaller isoforms 
(NM_001025090, NM_002385, NM_001025092 and NM_001025081) were clearly 
hypomethylated at 13 CpG sites within regulatory regions (Fig. 2). Thus, MBP might present 
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alternative isoform expression. Gene ZNF238 (ZBTB18) showed hypermethylation in 4 probes in 
the NM_205768 isoform on the TSS region; while had hypomethylation in other 4 probes at the 
body gene of this isoform, which coincides with the first exon of isoform NM_006352. Therefore, 
if a canonical methylation mechanism operated on this gene, the last isoform would have a 
greater probability of being transcribed. 
 
 
Figure 2. MBP gene methylation pattern. Long isoform promoter regions NM_001025100 and 
NM_001025101 were hypermethylated in schwannomas at CpG sites (blue box), while short 
isoforms NM_001025090, NM_002385, NM_001025092 and NM_001025081 were 
hypomethylated (red box).  
 
The NF2 gene did not present any differentially methylated probe in either the vestibular 
or nonvestibular tumors using this microarray.  
Comparison of methylation with gene expression patterns 
We used our previously published gene expression study of vestibular schwannomas to 
find altered methylation patterns that coincided with the expected deregulation observed in 
expression (hypomethylation underexpression or hypomethylation overexpression). In both 
altered epigenetic patterns, genes with these alterations were more extensive than those with a 
noncanonical epigenetic expression pattern. Given that the involvement of the gene body and 
3'UTR methylation in gene expression is controversial, we only considered TSS1500, TSS200, 
5'UTR and 1st exon regions for this purpose. The upregulated and hypomethylated genes included 
MET, CX3CR1, HEPACAM, PMP2 and MERTK. The downregulated and hypermethylated genes 
included CD177, MFAP5, G0S2, AQP9 and VIT.  
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The single CpG site-specific methylation suggested relevant changes related to DNA 
epigenetic differences within the gene and alternative isoform expression. An example of a gene 
that could be affected by this mechanism is NRXN1. A total of 17 CpGs were differentially 
methylated in this gene; 10 of them were hypomethylated and 7 were hypermethylated. Through 
the analysis of expression arrays at the exon level, we previously found an NM_138735 transcript 
of this gene with no level changes, while NM_004801 was overexpressed. Interestingly, 
hypomethylation was found in those CpG sites included in NM_004801 at the gene body and 
hypermethylation in probes also shared with NM_138735, mainly in the regulatory regions. A 
diagram of this process is shown in Fig. 3.  
 
 
Figure 3. Neurexin-1 might present alternative splicing in schwannomas. Two isoforms of the 
NRXN1 gene are shown. Long transcript NM_004801 shows overexpression (in red) and 
hypomethylation (in green). Transcript NM_138735 shows overexpression in probes shared with 
the long isoform and no changes in expression in those probes specifically for the short form. 
Additionally, the methylation pattern is increased in the region belonging to the promoter region 
of this isoform. 
 
Methylation pattern in miRNAs 
A total of 68 CpG sites located at miRNAs were hypomethylated in vestibular 
schwannomas, some of them with several affected CpG site probes, such as miR-10b and miR-
1204. Hypermethylation in miRNAs occurred in 73 CpGs, including miR-596, miR-199a1 and miR-
185. The miRNA-548 family was the most deregulated at the methylation level, with 19 probes 
altered. Of these probes, 11 were hypermethylated, 8 of which corresponded to miR-548f5 and 2 
to miR-548n. The miR-548f5 gene also had 2 hypomethylated sites. The miRNA-548h4 displayed 
one CpG hypomethylated site and another one was hypermethylated. Using our previously 
published studies on miRNA expression profile in schwannomas, we found that methylation 
patterns generally corresponded to what was expected (hypermethylation as repressor). 
Examples of hypomethylation and upregulation include miR-21 (5 probes) and miR-145 (3 
probes). Hypermethylation and repression was found in miR-199a1 at 5 probes and miR-185 at 2 
probes. 
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Discrepancies with canonical expectations in methylation and expression 
A set of genes presented an expression pattern that was not expected from the results 
obtained by methylation. An example of this was the PDGFA gene, which was hypermethylated in 
a single CpG at the TSS1500 promoter region and hypomethylated in the gene body, while it was 
upregulated in tumors. In the case of miR-10b (included in the HOXD cluster), the expected 
methylation and expression pattern was once again not found. MiRNA-10b presented 
hypomethylation of 10 CpGs sites, although in the expression study it was found to be clearly 
downregulated. 
DNAse hypersensitivity sites within transcriptional start sites and differentially 
methylated regions 
DNAse hypersensitivity sites (DHS) have been linked to cis-regulatory elements. We 
searched our data for DHS included in TSS with distinct methylation patterns between vestibular 
schwannomas and control nerves. We found 265 CpG sites matching this criterion, including 
several HOX genes (HOXB8, HOXC8, HOXC4 and HOXC5), other protein-coding genes (PDCD1, 
EYA4, CAV2, MEOX1 and TFAP2A) and miRNAs (miR-199a1, miR-196B, miR-219-1, miR-548F5, 
miR-1914 and miR-145). Differentially methylated regions (DMR), which are CpG sites identified 
as having distinct patterns among diverse tissues or conditions, were altered in 298 CpG sites, 
including TFAP2 and VAX1 in several probes. Cancer-specific DMRs were present in a total of 313 
CpG sites and involved coding-genes such as BCL2, SOX1, DLX5, EYA4 and a single site in NOTCH1. 
Reprogrammed progress DMRs were the most altered at 776 and included TFAP2A, SOX9 and 
several HOX genes. 
 
 
Figure 4. Hox gene expression represented by PCA. All probes available in Gene 1.0ST array at the 
exon level for Hox genes were used in this data-reduction approach. Control nerves (white dots) 
and nonvestibular schwannomas (grey) suggest a different pattern of expression than vestibular 
tumors (black).  
 
Nonvestibular schwannomas 
We tested 4 nonvestibular schwannoma cases with Infinium microarrays and established 
a list of 212 CpG sites that were differentially methylated with respect to the vestibular tumors. 
Of these 212 CpG sites, 88 corresponded to HOX clusters genes, which are usually 
hypermethylated in nonvestibular schwannomas. Additionally, SOX1 was hypomethylated at 3 
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CpG sites in nonvestibular schwannomas, while SOX2 (at 7 CpGs) appeared hypermethylated with 
respect to vestibular tumors. We wanted to know whether the expression patterns of HOX genes 
were also altered, so we performed an mRNA expression microarray assay for those 4 cases. We 
found that, in the exon-level expression analysis, PCA of all probes available for HOX genes 
separated vestibular and nonvestibular schwannomas (Fig. 4). Thus, the methylation and 
expression patterns of HOX and related genes seem to be similar in native nerves and 
nonvestibular schwannomas and are altered in vestibular tumors.  
Clinical and molecular comparisons 
We searched for CpG sites with differential methylation between schwannomas by using 
molecular and clinical data collected from patients at our institution. Sporadic vs. NF2-vestibular 
schwannomas showed 123 sites with differential methylation, including hypomethylation of 
DIP2C, while WDR66 and PTPRN2 were hypermethylated in 2 CpG sites each. By tumor location 
(side), 1 CpG was detected. By gender, 26 probes were found in autosomes, several of them with 
very low p-values and high fold-changes, such as gene TLE1 at 3 CpG sites, which was 
hypermethylated in females. This suggests that, as previously reported,24 this array might show 
some degree of gender bias. However, the low number of probes with this problem suggests that 
it was not an important issue in our data. Other clinical features tested without any probe with 
aberrant methylation included the schwannoma type (homogeneous, heterogeneous or cystic), 
tumor size (Koos 1 and 2 vs. Koos 3 and 4), smoking habits, presence of acufene prior to surgery, 
tumor pressure upon the pons, dizziness before surgery, whether the tumor reached CAI and 
whether facial conduction after surgery was less or equal at 0.05 mA. Moreover, PCA of all 
samples showed no apparent association among tumors based on their origin (Fig. 5).  
 
Figure 5. Principal component analysis of samples. Whole CpG sites were used to generate this 
graphical representation. Control nerves (N) were grouped outside tumors. Neither nonvestibular 
tumors nor NF2-vestibular schwannomas seemed to present differential behavior in overall CpG 
representation. Control nerves are grouped in the right corner. 
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A mutational analysis of NF2 showed that 55% of samples had sequence alterations, 
whereas rearrangements detected by MLPA presented in 25% of cases, and LOH at 22q was 
identified in 62% of the tumors. Overall, 75% of the samples had at least 1 hit detected in the NF2 
gene. Every class was tested: sequence alteration vs. not found; MLPA normal vs. altered, normal 
constitution at 22q vs. LOH; and samples with no hits in NF2 vs. at least 1 hit. When this last class 
comparison was performed, a subset of 32 CpGs displayed alterations. Of these, MAFK (at 7p) was 
hypermethylated at 2 CpG sites in those tumors with no NF2 alterations. The other classes 
showed no differences. 
Discussion 
Schwannomas are benign neoplasms that arise from Schwann cells. Although genetic 
alterations have been investigated in this neoplasm, few studies are available on the epigenetic 
changes in schwannomas. In this study, we analyzed the epigenetic signature of individual CpG 
methylation among 36 vestibular schwannomas, 4 nonvestibular schwannomas and 5 healthy 
control samples of nerve tissue using microarray technology. 
CpG islands, where cytosine is more abundant, showed a lower percentage of change via 
hypomethylation or aberrant methylation in schwannomas, not reaching 1%. In fact, flanking 
zones such as CpG shores, shelves and open sea presented increased numbers of changes (in 
relative levels). Thus, differential methylation levels between schwannomas and controls seem to 
increase as the distance from CpG islands increases. Non-CpG Island methylation, mainly at 
shores, has been identified as paramount in the regulation of numerous genes in cell 
reprogramming,25 in the classification of various tissues26 and in cancer.27 Overall, 
hypomethylation and hypermethylation levels were similar, with a trend toward hypomethylation 
as previously described for colon cancer28 but in contraposition for hepatocellular carcinoma, 
where methylation was clearly biased toward hypomethylation.29 These differences among 
studies might be due to intrinsic tumor characteristics. 
The epigenetics of vestibular schwannomas showed global hypomethylation (with few 
gene exceptions) of the 4 Hox gene clusters. These genes are involved in morphological changes 
and animal body plan evolution. Hox aberrant expression in tumoral tissue compared to control 
tissues30 has been linked to multiples types of cancer such as pancreatic cancer,31 hepatocellular 
carcinoma32 and leukemia.33 This alteration has also been identified as a prognostic factor in 
meningiomas34 and thyroid cancer.35 Moreover, the Hox cofactor proteins MEIS and PBX also 
experienced DNA methylation variations. Nonvestibular schwannomas displayed a different 
methylation profile in regard to Hox genes and cofactors, which was more similar to that found in 
nerves. The PCA of mRNA expression assay also distinguished between those tumors (Fig. 4). 
Nonvestibular schwannomas harbor BRAF mutations at a low rate, but this does not occur in 
vestibular schwannomas,36 suggesting that there might be specific molecular signatures between 
the 2 neoplasms. Nonetheless, our results show that the methylation pattern of nonvestibular 
and vestibular schwannomas was very similar in the rest of CpG sites, given that no differences 
were found when the whole CpG probes were compared by PCA (Fig. 5). Overall, our results 
suggest that Hox genes could play an important role in vestibular schwannomas but do not seem 
to be involved in nonvestibular tumors, although the low number of cases presented here 
requires additional experiments in this regard. 
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Gene expression changes are one of the most studied consequences of CpG methylation. 
This relationship has been highlighted in tissue specificity,37 differentiation,38 cancer 
development39 and recurrence.40 In our study, the correlations between gene expression and DNA 
methylation were in general negative, i.e., hypomethylated and overexpressed, although there 
was a small fraction of genes that exhibited aberrant methylation overexpression or 
hypomethylation underexpression. This result has also been observed in other studies,41 
suggesting that CpG sites methylation, even at promoter regions (at TSS, 5'UTR and first exon) is 
important but not decisive in gene expression. Although a single CpG has been shown to be able 
to produce gene silencing,42 we centered our wide-methylation analysis on those genes with more 
than 1 altered CpG. 
PMEPA1 displayed 7 CpG sites to be hypomethylated, all corresponding to promoter 
regions. With mRNA overexpressed in schwannomas, this gene regulates androgen receptor (AR) 
levels, which is also downregulated in this neoplasm.7 Epigenetic processes in PMEPA1 regulation 
have been described in prostate cancer.43 Therefore, PMEPA1 hypomethylation might lead to its 
overexpression and, as a consequence, to AR silencing. The effect of AR downregulation in 
schwannomas is not clear. A possibility might be linked to the interaction with caveolin-1, a gene 
that is also downregulated in this tumor. CAV1 has been described as an AR coactivator in 
prostate cancer cell lines.4445 The caveolin-2 gene, which is involved in caveolae formation with 
caveolin-1, was hypermethylated in 2 CpG-promoter sites and downregulated in schwannomas. 
Another hypomethylated gene was MET oncogene, which presented 2 hypomethylated 
CpG sites at the promoter region and overexpressed mRNA. MET is a tyrosine kinase receptor that 
controls various functions including proliferation and migration. Phosphoprotein levels of MET 
have been reported in schwannomas, indicating that it is present in tumors.8 MET expression 
linked to promoter epigenetic regulation has been described in other oncogenic processes such as 
the metastasis of hepatocellular carcinoma.46 Plexin B1, a tumor-suppressor protein that inhibits 
MET in melanoma47 through direct association, was hypermethylated at the promoter region in 3 
CpG sites.48 Thus, MET gene mRNA overexpression might occur in schwannomas through 
epigenetic mechanisms. 
Schwannomas showed a set of genes related to myelination processes with altered 
epigenetic signatures, including MBP and PMP2. Changes in these genes were also found in an 
immunohistochemistry study49 and expression analysis.7 In the latter study, a developmental state 
between the neural crest and Schwann cell precursor was suggested. Thus, methylation seems to 
play an important role in processes related to myelin formation in schwannomas, possibly 
exhibiting epigenetic changes leading to dedifferentiation. Based on our data, the NF2 gene does 
not seem to be affected by methylation processes in schwannomas, in agreement with refs. 19 
and 20, although methylation in a small subset of samples should not be ruled out.1750 
Additionally, the NF1 gene, which is involved in neurofibromatosis type 1 (NF1) syndrome, 
contains a small gene within an intron named EVI2A. In 2 EVI2A CpG sites, hypomethylation was 
detected. This finding agrees with the overexpression of EVI2A found in schwannomas7 and with 
that described in head and neck cancer.51 Thus, there might be a connection between both 
neurofibromatosis types (NF1 and NF2) via this gene; however, the mechanism remains elusive. 
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MiRNAs presented changes in DNA methylation pattern at the promoter and body 
regions. Numerous epigenetic mechanisms that modify the expression level of these small 
molecules have been found.16 Furthermore, miRNAs are epigenetically altered in tumors such as 
oral cancer,52 acute lymphoblastic leukemia,53 colorectal carcinogenesis54 and hepatocellular 
carcinoma.55 In our tumor series, miR-21 was hypomethylated in 5 CpG sites, 3 of which 
corresponded to promoter region. As expected, miR-21 expression level was found to be clearly 
upregulated, in the same manner as other tumors, such as hepatocellular carcinoma56 and gastric 
cancer.57 Conversely, miRNA-199a1 was hypermethylated and downregulated. MiRNA-199a1 
targets MET58 and thus the downregulation of this miRNA could participate in MET 
overexpression. Additionally, despite having several hypomethylated CpG sites, several miRNAs 
exhibited downregulation. This process was very pronounced in miR-10b, with 10 CpG sites 
hypomethylated and with a clear downregulation in schwannomas. Given that 8 of these CpG are 
located within the HOXD4 gene, there might be other mechanisms leading to this transcript 
downregulation. MiRNA hypomethylation and underexpression has also been previously 
reported,38 suggesting that, although CpG methylation at miRNAs genes usually follows the 
expected pattern of action, this phenomenon is not completely able to predict the behavior of a 
particular miRNA. 
Currently, body methylation does not have an obvious role in gene expression. Proposed 
models include a reduction of transcriptional noise,13 alternative splicing12 and even transcription 
regulation but in a different manner than in promoters, with overexpressed and underexpressed 
genes having moderate methylation levels.59 In our study, we detected various transcripts 
belonging to the same gene but not showing the same methylation pattern. Thus, we found 
neurexin-1 with hypomethylation and hypermethylation of distinct transcripts, as confirmed by 
mRNA expression. This gene, which is able to generate hundreds of alternative transcripts,60 is 
involved in the formation of synapses and in the vascular system.61 Therefore, based on the 
specific methylation pattern of various isoforms, the picture of methylation expression in 
schwannomas significantly increases in complexity, because changes in methylation would not 
only be limited to changes in the expression of a specific gene but also in a subtle regulation of 
alternative transcripts. 
In agreement with our previous expression analysis, we found no significant differences 
between vestibular schwannomas regarding clinical or molecular features in an epigenetic 
context. Nevertheless, a small subset of CpG sites were identified and could be a signature of 
certain subtypes, such as hypermethylated MAFK at 2 CpG sites in vestibular schwannomas with 
no detected NF2 hits. 
In conclusion, schwannoma CpG site-specific signatures compared to nontumor nerves 
show a trend toward hypomethylation. CpG islands seem to be less involved in epigenetic 
changes than shores, shelves and open sea. Furthermore, expression levels were altered in 
several genes where hypo or hypermethylation was present at the promoter region, including 
MET and PMEPA1. Moreover, we have identified a possible mechanism of expression in 
alternative transcripts in neurexin-1. We also report that EVI2A (located at the NF1 gene intron) 
might be upregulated in tumors by hypomethylation. Finally, we detected Hox gene cluster global 
hypomethylation in vestibular schwannoma, but no changes in these genes were found in 
nonvestibular tumor cases.  
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Materials and Methods 
Samples and DNA/RNA preparation 
The study was performed on 40 tumors from 39 patients (16 men and 23 women) who 
underwent surgery in our institution. The local ethics review board of University Hospital La Paz 
approved the study protocol according to the principles of the Declaration of Helsinki. All patients 
received detailed information on the study and provided their written informed consent prior to 
their inclusion. The study population included 36 cases of vestibular schwannoma, 6 of which 
were related to NF2 syndrome. Four sporadic nonvestibular schwannomas were also added to the 
study (3 spinal and 1 cervical). For control purposes, 5 healthy nerves with exclusive axonal 
content were employed. DNA was isolated using the Wizard Genomic DNA purification kit 
(Promega). DNA from the corresponding patients’ peripheral blood was also extracted. RNA from 
the 4 nonvestibular schwannomas was isolated using the RNeasy® Mini Kit (Qiagen).  
Methylation microarray protocol 
For the methylation analysis, 1 μg of DNA from the 40 tumors and 5 healthy nerves was 
treated with bisulfite using the EZ DNA methylation Kit (Zymo Research), according to the 
manufacturer’s instructions. The converted DNA was then hybridized on the Infinium Human 
Methylation 450K BeadChip (Illumina), which examines 485 577 CpG sites across the whole 
genome. Arrays were processed at CEGEN, and the data can be accessed at the GEO database 
GSE56596.  
Infinium Human Methylation 450K BeadChip analysis 
The analysis was performed using R statistical software. To import iDAT files into the R 
environment for processing, a lumi package was used. After importing the iDAT files, we obtained 
a MethyLumiM class object. First, a background correction was performed with the bgAdjust 
method, and color bias was adjusted by the quantile method. Color bias adjustment was 
performed because the differences between the red and green channels were very pronounced 
(Fig. S1). Normalization was performed using simple scaling normalization. M-values were used 
instead of B-values due to the severe heteroscedasticity of the data when they are not in the 
middle of the methylation range;62 M-values are therefore more statistically valid. After 
processing the data, the methyAnalysis package was used for data visualization into the 
Integrative Genomics Viewer (IGV).6364 This task was performed by converting the MethyLumiM 
class into the MethyGenoSet class. Next, the export.methyGenoSet function was used to create a 
.cgt file. M-values were exported to a text file, and the data was then analyzed with an IMA 
package.65 The necessary p-values were obtained from GenomeStudio. With IMA functions, 
probes from X and Y chromosomes were removed due to the bias between male and female. In 
addition, low-quality CpG sites (p-value >.05 in 75% of the samples) were filtered, as were probes 
containing SNPs. Methylation index calculations were performed at gene-based (TSS, 5'-UTR, first 
exon, Gene Body and 3'-UTR region) and CpG location-based regions (CpG island, shores and 
shelves). This process was performed using the regionswrapper command, which is explained in 
ref.27. The specific methylation between groups for each CpG was analyzed using Student’s t-test. 
Differential methylation among the groups was established at the Bonferroni-adjusted p-value 
<0.05 and an M-value cutoff of 1. This value is within the range recommended by Du et al.62 Four 
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groups of samples were created: sporadic vestibular schwannomas, NF2-related vestibular 
schwannomas, nonvestibular schwannomas and control nerves. Since both vestibular groups 
were homogeneous, we combined those 2 groups for comparison against healthy tissue and 
nonvestibular schwannomas. Additionally, vestibular samples were classified by clinical group. An 
enrichment analysis of hypermethylated and hypomethylated genes was performed using 
DAVID66 with a single CpG list, removing duplicates and CpG sites with no associated name. In 
both lists, the total number of genes was below the limit supported by DAVID. 
Expression microarrays 
In order to investigate whether the methylation pattern had an impact on gene 
expression, we used our previously published and available gene expression microarray data on 
the same series of vestibular schwannoma7 and miRNAs67  to compare with the methylation data. 
We defined a gene or miRNA as deregulated when we detected at least a 2-fold change in 
expression and a p<.05 cut-off by Student’s t-test. For the regionswrapper analysis from the IMA 
package, the genes that met those criteria were selected. MultiExperiment Viewer (MeV) 
software6869 was employed for the expression array analysis.  
The 4 nonvestibular schwannomas that were not included in our previous analysis were 
tested with microarrays. Briefly, Human Gene 1.0 ST arrays were hybridized as previously 
described.7 Normalization and summarization were performed using the RMA (robust multichip 
average) algorithm and were batch corrected with the other vestibular tumors using ComBat.70 An 
exon-level analysis, which allowed us to test several isoforms of a given gene, was employed. All 
statistical analyses were performed using MeV. The principal component analysis (PCA) was 
performed by eigenvalue decomposition of the 3 principal components for three-dimensional 
classification of the samples. The data can be accessed at GEO database GSE56597. 
Clinical data 
The tumor was on the left side in 50% of the cases. Tumor sizes were classified by the 
KOOS scale as stage 1 (intracanalicular) (1 case), stage 2 (where the largest diameter in the 
cerebellopontine angle [CPA] is 15 mm) (8 cases), stage 3 (16–30 mm in the CPA) (17 cases) or 
stage 4 (>30 mm in the CPA) (6 cases). The tumor appearance was homogeneous in 20 patients, 
heterogeneous in 8 and cystic in 4. The fundus of the IAC was involved in 22 cases but not in 10 
cases. All tumor tissues obtained during surgery were fixed in 10% formalin and embedded in 
paraffin. Staining with hematoxylin-eosin was performed for routine microscopic diagnosis. 
Antoni type A regions consisted of interwoven bundles of long bipolar spindle cells, whereas 
Antoni type B regions showed a loose myxoid background containing more stellate tumor cells. 
The percentage of the different tissue types (A, B, mixed) in each tumor sample was assessed 
independently by 2 pathologists. The results were grouped into 2 types: type A, >70% of the 
tumor composed of type A tissue; and type B, <70% of the tumor composed of type A tissue. No 
clinical data were available from nonvestibular cases. 
Mutational screening of NF2 and LOH of chromosome 22q analysis 
The NF2 gene was mutational tested by PCR/dHPLC, as previously reported.7 In brief, 
mutational screening was performed using dHPLC following the manufacturer’s instructions 
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(Transgenomic WAVE® dHPLC Systems). Samples with different patterns by dHPLC were 
sequenced bidirectionally (ABI 3100-Avant, Applied Biosystems), using the BigDye sequencing kit 
(Applied Biosystems), to determine the position and nature of the alterations. We also conducted 
an MLPA analysis with SALSA P044 (MRC-Holland), which is able to detect large gene deletions or 
amplifications. The LOH analysis was performed using 5 microsatellite markers at 22q11-q12.3. 
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Supplementary Figure 
 
 
Figure S1. Color bias correction. A) Color bias was very pronounced in each probe. After quantile 
correction, this effect disappeared, but there were differences among samples. With ssn 
normalization, the samples shared similar intensities. B) Density distribution of the red channel 
was lower than that of the green channel, an effect that was corrected after color bias correction 
and normalization. C) Methylated and unmethylated probe intensities in sample NF2_1 show 
significant bias, corrected after color and ssn normalization. 
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Tables 
Chromosome Total Probes Hypermethylation (%) Hypomethylation (%) 
1 35994 654 (1.82) 838 (2.33) 
2 26725 546 (2.04) 764 (2.86) 
3 19584 344 (1.76) 476 (2.43) 
4 15512 238 (1.53) 336 (2.17) 
5 18750 372 (1.98) 449 (2.39) 
6 26873 527 (1.96) 596 (2.22) 
7 22626 376 (1.66) 543 (2.40) 
8 15890 358 (2.25) 388 (2.44) 
9 7596 119 (1.57) 152 (2.00) 
10 18503 358 (1.93) 509 (2.75) 
11 22226 401 (1.80) 537 (2.42) 
12 18943 284 (1.50) 484 (2.56) 
13 9310 243 (2.61) 283 (3.04) 
14 11453 171 (1.49) 251 (2.19) 
15 11740 200 (1.70) 291 (2.48) 
16 16691 353 (2.11) 327 (1.96) 
17 21548 459 (2.13) 505 (2.34) 
18 4531 64 (1.41) 95 (2.10) 
19 19721 236 (1.20) 218 (1.11) 
20 7811 105 (1.34) 114 (1.46) 
21 3168 60 (1.89) 89 (2.81) 
22 6579 85 (1.29) 62 (0.94) 
 
Table 1. Chromosome Methylation Pattern in Vestibular Schwannomas. Hypermethylation and 
hypomethylation were calculated using the Bonferroni-adjusted p-value <.05 and an M-value 
cutoff of 1.
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Region CpG sites 
Hypermethylation 
(%) 
Hypomethylation 
(%) 
TSS1500  63514 723 (1.14) 755 (1.19) 
TSS200  45956 297 (0.65) 330 (0.72) 
5'UTR  48878 606 (1.24) 935 (1.91) 
First Exon 28955 207 (0.71) 232 (0.80) 
Gene Body 131532 2948 (2.24) 3842 (2.92) 
3'UTR  14438 294 (2.04) 508 (3.52) 
Island  112398 788 (0.70) 665 (0.59) 
N_Shore  47915 926 (1.93) 865 (1.81) 
S_Shore  37332 651 (1.74) 656 (1.76) 
N_Shelf  18342 409 (2.23) 539 (2.94) 
S_Shelf  16357 338 (2.07) 474 (2.90) 
Open sea 129495 3442 (2.66) 5109 (3.95) 
 
Table 2. Probes organized by location of a particular CpG site. Hypermethylation and 
hypomethylation were calculated using a Bonferroni-adjusted p-value <0.05 and an M-value 
cutoff of 1. 
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3.6 ARTÍCULO 6 (En revisión) 
 
TÍTULO: Global expression profile in low grade meningiomas and schwannomas shows 
up-regulation of PDGFD, CDH1 and SLIT2 in both tumors with respect to their healthy 
tissue. 
 
AUTORES: Miguel Torres-Martín, Luis Lassaletta, Alberto Isla, Jose M de Campos, 
Giovanny R. Pinto, Rommel R. Burbano, Javier S. Castresana, Bárbara Meléndez y  
Juan A. Rey. 
 
RESUMEN: Los schwannomas y los meningiomas comparten molecularmente la 
mutación del gen NF2 y la LOH del cromosoma 22. Además, aparecen habitualmente en 
la NF2. Actualmente no hay medicación quimioterapéutica disponible para los pacientes 
que sufren de ambas neoplasias, cuya opción de tratamiento normalmente  consiste en la 
resección quirúrgica. Por lo tanto, la búsqueda de elementos genéticos comunes en 
meningiomas y schwannomas resulta de vital interés con el objetivo de lograr un 
tratamiento común a ambas neoplasias. En este estudio, identificamos numerosos genes 
desregulados con el mismo patrón de expresión en schwannomas y meningiomas, es 
decir, con la misma desregulación entre cada tumor y su tejido control correspondiente, 
además de presentar un nivel similar entre los dos tipos tumorales. Entre los genes 
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sobreexpresados en ambos tumores, se incluyen PDGFD, CDH1 y SLIT2. Estos y otros 
genes encontrados, podrían ser diana de tratamientos comunes para pacientes de NF2.  
 
METODOLOGÍA 
- Se estudiaron 22 meningiomas (20 de grado I y 2 de grado II), 3 muestras de meninge 
sana y los casos del Artículo 3 (31 schwannomas vestibulares y 9 muestras como control).  
- Para la extracción de ARN se utilizó el Rneasy® Mini Kit de Qiagen, que purifica los 
ARNs de más de 200 bases. 
- El ARN fue hibridado en los microarrays de Affymetrix Human Gene 1.0 ST. La 
normalización y sumarización de los mismos se realizó mediante el algoritmo Robust 
Multichip Average (RMA). Al permitir estos microarrays hacer análisis a nivel de gen y a 
nivel de exones, ambos fueron usados. La corrección de lote se hizo mediante el paquete 
ComBat del programa estadístico R. Los análisis estadísticos se realizaron con el 
programa MultiExperiment Viewer. El umbral para considerar un gen desregulado fue 
del doble o la mitad de cambio entre tumor y control, además de un p-valor ≤0.05 (t-test).  
- Para verificar nuestros datos en meningiomas y sus correspondientes controles sanos, 
utilizamos otra serie de un estudio realizado por otro grupo (Tabernero et al, 2009) y 
libremente accesible en la base de datos del GEO: GSE43290.  
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Abstract. Schwannomas and grade I meningiomas are non-metastatic neoplasms that shares the common 
mutation of gene NF2. They usually appear in Neurofibromatosis type 2 patients. Currently, there is no drug 
treatment available for both tumors, so the use of wide expression technologies is crucial to find those 
therapeutic targets. Affymetrix Human Gene 1.0 ST was used to test global gene expression in 22 
meningiomas, 31 schwannomas and, as non-tumoral controls, 3 healthy meningeal tissues, 8 non-tumoral 
nerves and 1 primary Schwann cells culture. A non-stringent p-cutoff and fold change were used to establish 
deregulated genes. We found a subset of genes that were upregulated in meningiomas and schwannomas 
when compared to their respectively healthy tissue, including PDGFD, CDH1 and SLIT2. Thus, those genes 
could be more thoroughly studied as targets in a possible combined treatment. 
 
Keywords: Schwannoma, meningioma, microarray, comparative gene expression, NF2, Neurofibromatosis 
2. 
 
Introduction 
Schwannomas are benign tumors that arise from Schwann cells. They typically appear in the 
vestibulocochlear nerve and are considered to be grade I tumors; approximately 95% of them are unilateral 
and present sporadically, whereas 5% are associated with neurofibromatosis type 2 syndrome (NF2). Patients 
with NF2 present bilateral schwannomas and other tumors, frequently meningiomas, which originate from 
the arachnoid cells, and account for 20% of all primary intracranial tumors. The current classification of 
meningiomas by the World Health Organization (WHO) includes three grades: 90% are classified as grade I 
tumors; approximately 8%-9% are atypical grade II tumors; and 1%-2% are anaplastic/malignant grade III 
tumors (1). Meningiomas have a recurrence rate of 18%, 40% and 80% for grade I, II and III, respectively. 
 Preliminary cytogenetic studies demonstrated the absence of one chromosome 22 in both neoplasms 
(2,3), thus suggesting a common genetic origin for at least some subgroups of these neurogenic tumors. 
Subsequently, NF2 gene (located at 22q12.2) inactivation was found to be due to several mechanisms, such 
as mutations or allelic loss due to monosomy or deletion of chromosome 22, accounting for up to 66% in 
schwannomas (4) and 18%-50% in sporadic meningiomas, depending on the histopathological subtypes (5). 
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In addition to the characteristic chromosome 22 loss, secondary alterations such as 1p deletions have been 
described in both tumor types, and these alterations appeared to be related to tumor progression in 
meningiomas (6-8). Although DNA methylation studies on these neurogenic tumors demonstrated the non-
random involvement of this mechanism in the inactivation of some tumor-related genes (9-11), controversial 
data are available on the epigenetic (through CpG island aberrant methylation) NF2 inactivation in both 
neoplasms (12-16). Indeed, recent studies on genome-wide methylation suggest that this mechanism is 
associated with malignant transformation in meningiomas, and allow for the epigenetic sub-classification of 
this tumor (17-18).  
Global exome sequencing in meningiomas showed that, in grade I tumors, NF2 gene alteration (by mutation 
and/or loss of chromosome 22) is mutually exclusive with other gene mutations such as AKT1, TRAF7, KLF4 
and SMO (19), but not with others such as NF1 and NEGR1 (20). In schwannomas no alternative to mutation 
has been found for those samples lacking hits over NF2 and, however, Merlin (the NF2 protein) does not 
seem to be present in the cases so far analyzed (21).  
The expression analysis of tumor-related genes in meningiomas and schwannomas suggested a possible 
molecular subgroup classification in both tumors (22) with the involvement of differential regulatory 
pathways (23,24) related to the allelic losses at 1p and 14q in meningiomas (25). Whole genome expression 
analysis has been performed on schwannomas (26-28) and meningiomas (29-32). Whereas meningiomas 
have shown differential expression patterns based on progression and recurrence, but not strictly supported 
by grade (31), in schwannomas no distinctive pattern has been found using clinical correlations (28). 
However, a critical deregulation of microRNAs, including the up-regulation of those located at the 14q32 
chromosomal region, was a characteristic feature of the vestibular tumors (33). 
 Intracranial non-recurrent WHO grade I meningiomas and schwannomas represent similar problems 
for patients, depending on the brain structures affected by their non-invasive growth. Currently, treatment 
options for patients with grade I meningiomas or schwannomas are surgery resection, radio-surgery and a 
"wait and see" strategy. Thus, there is no available chemotherapeutic treatment for these tumors besides 
surgery, a situation especially traumatic for patients suffering bilateral vestibular schwannomas and several 
meningiomas such as those affected by NF2. Due to the common genetic origin of these tumors (NF2 
inactivation), previous studies tried to find targets to inhibit both schwannoma and meningioma progression. 
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AR42, a histone deacetylase inhibitor, represses the proliferation of meningioma and schwannoma cell lines 
in vitro (34), and the same effect was shown by cucurbitacin D and goyazensolide in primary cultures (35). 
 In this study, we used microarray technology to compare gene expression patterns and identify genes 
and pathways of potential interest as key targets for the combined treatment of vestibular schwannomas and 
grade I meningiomas.  
 
Materials and methods 
Ethical statement and samples. The local Ethics Review Board of La Paz University Hospital approved the 
study protocol according to the principles of the Declaration of Helsinki. All patients received detailed 
information about the study and provided their written informed consent prior to their inclusion. In this study, 
we used RNA from 22 meningiomas, 31 schwannomas and, as non-tumoral controls, 3 healthy meningeal 
tissues, 8 non-tumoral nerves and 1 primary Schwann cell culture. The three control non-tumoral meningeal 
RNAs derived from two healthy males and one female and were purchased from BioChain® (Catalog No. 
R1234043-10-D03 Lot No. B108134, A602330 and B501146).  
RNA extraction and microarray experiments. The RNA was extracted with the RNeasy® Mini Kit (Qiagen) 
as indicated previously (28). For global gene expression, the Affymetrix Human Gene 1.0 ST was used. The 
expression profile of the meningiomas and the meninges samples can be accessed at the Gene Expression 
Omnibus (GEO) database GSE54934. The arrays of schwannomas and control nerves were previously 
published (28) and are available at the GEO database GSE39645. The arrays were processed at IRB 
Barcelona.  
Statistical analysis. The normalization and summarization were performed using the Robust Multichip 
Average (RMA). In order to reduce the batch effect among tumors (schwannomas and meningiomas) and 
controls (healthy nerves and meninges), a critical aspect for our analysis, we used ComBat (36). For data 
analysis, the genes were considered deregulated between groups when at least a 2-fold change of expression 
and a p<0.05 cut-off (ANOVA) was identified, as previously recommended by the MAQC consortium (37). 
For the comparison between schwannomas and meningiomas in order to obtain a list of genes with no 
changes among both tumor types, we used a more restrictive fold (<1.5) exclusively for this purpose, because 
the ComBat effect could have lowered these values and false positives could appear. For comparative 
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purposes, a list of differential expressed genes and fold-change was obtained with the GEO2R web tool 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) in the series GSE43290, which includes 4 meninges as controls 
and 47 tumors (29). As our meningioma series mainly included grade I tumors, only the 33 WHO grade I 
meningiomas and the four controls included in this report were used for comparison. 
DNA extraction. The DNA was extracted by standard methods, as previously described (22). The data 
regarding the NF2 status, including Loss of Heterozygosity of 22q (LOH), Multiplex Ligation-dependent 
Probe Amplification (MLPA) of NF2 (SALSA P044) and sequence analysis by dHPLC have been reported 
previously in detail (22,28), and were performed as described (22). Clinical and NF2 status data from the 
meningiomas correspond to cases M02, M04, M05, M07, M09, M10, M12, M14, M24, M25, M28, M29, 
M30, M31, M32, M33, M34, M38, M39, M40, M41 and M42, as previously reported (22). The complete 
case series of schwannomas from our previous report (28) was included. 
 
Results and discussion  
Comparison with respect to previous analyses of meningiomas and summary of results in schwannomas. 
Meningioma profiling has been analyzed extensively in previous studies, and up to five expression subgroups 
were characterized [31], although this classification did not represent actual WHO classification. Recurrence 
and progression seem to play a relevant role in the expression pattern of these tumors [32], and two 
meningioma groups were identified showing different clinical and pathological behaviors, more related to 
clinical outcome than to WHO grade per se. Furthermore, depending on the cytogenetic aberrations, 
differential expression patterns have been described [25,29]. Tumors that presented monosomy of 
chromosome 22 and cases with multiple karyotype alterations had a differential expression pattern, whereas 
those cases with the deletion of chromosome 1 alone showed a random behavior [29]. In summary, previous 
analyses of gene expression patterns in meningiomas do not seem to accurately represent the current WHO 
classification, although recurrence and progression status might be reflected in these studies.. We used 20 
grade I meningiomas, 2 grade II meningiomas and 3 healthy meninges. Practically the same values were 
obtained when meningiomas grade II were removed from study (data not shown). When we compared our 
results in meningiomas with those obtained from the dataset GSE43290 [29], we found a high consistency in 
our results, such as the down-regulation of diverse genes like SNAP25, MBP, TTR  and VSNL1, and the up-
regulation of FBN2, FGF9 and SULF1 (full data available upon request). As in previous studies, our 2 cases 
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of meningioma grade II did not show a different trend. The schwannoma expression profile was previously 
explained [28]. In brief, the up-regulation of SPP1, MET and associated genes or LATS2 was reported, 
whereas the down-regulation of CAV1, AR and PAWR was found. In general, myelinization genes were 
overexpressed, suggesting that schwannoma cells could resemble a previous state of mature Schwann cells. 
Gene co-overexpression in meningiomas and schwannomas. Using the ANOVA test at p<0.05 significance 
across the four groups (all meningiomas, schwannomas, control healthy meninges and control nerves), we 
obtained a list of 12395 genes with differential expression among these four groups. Of those, 346 (data not 
shown; available upon request) did not meet the criteria established for accepting deregulation differences 
between both tumor groups, which is equal or less than 1.5-fold of the differential expression between the 
schwannomas and the meningiomas, a limit value selected as deregulated between these two groups because 
the correction effect of Combat. Among those 346 genes with similar expression in tumors, 47 (Table 1) 
showed co-overexpression in schwannomas and meningiomas when compared with their respective controls 
at 2-fold (as Combat correction would only be based on batch effect). These genes included E-cadherin 
(CDH1), which is usually silenced by several mechanisms, such as the Wnt signaling pathway in human 
cancer, including meningiomas [38], and platelet derived growth factor D (PDGFD), an activator for 
PDGFR-β [39]. This pathway has been reported as overexpressed in multiple cancer types such as pancreatic 
cancer and brain tumors, including schwannomas [39]. Another gene reported as expressed (and protein 
present) in meningiomas and schwannomas is tyrosine kinase receptor MET [40], which is responsible for 
cell migration, anchorage-independent growth and many other functions. High levels of this receptor have 
been found in a wide variety of tumors, such as breast cancer, renal cell carcinoma and head and neck tumors 
[41]. Mechanisms such as point mutations, alternative splicing, genomic amplification and transcript 
amplification appear to participate in over-expression of c-MET (reviewed by Lai et al., [42]). Accordingly, 
we found MET up-regulation in both neoplasms compared with their respective control tissues, and again, a 
similar level of expression between both tumor types was detected. SLIT2 is a member of the Slits family that 
modulates cell migration by binding with the Robo family. This gene has been found expressed in the 
development of several malignancies such as colorectal epithelial cell carcinogenesis [43]. The findings in 
this report [43], suggest that Slit2-Robo1 causes E-cadherin degradation, and although our results show an 
up-regulation of the E-cadherin gene, the former mechanism should not be ruled out in the tumors we 
studied. In other neoplasms, although expressed, SLIT2 does not seem to play any role [44]. In agreement 
with the data from the study selected for validation [29], several genes, including CDH1, PDGFD, CX3CR1, 
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CCND1 and SLIT2, were also up-regulated, as shown in data obtained from meningioma dataset GSE43290 
[29]; in contrast, MET showed a trend of up-regulation but did not reach 2-fold. Functional annotation using 
DAVID showed enrichment in inflammatory response, cell migration, defense response, etc. (data not 
shown; available upon request).  
 
Gene co-infraexpression in meningiomas and schwannomas. A total of 35 genes (Table 2) with no 
differences in expression between schwannomas and meningiomas were underexpressed when compared 
with their respective controls in both neoplasms. Among them are selectin E (SELE) and Rho family GTPase 
1 (RND1), which is linked to semaphorins [45][46] and cytoskeleton organization in axons. The chemokine 
(C-X-C motif) ligand 2 (CXCL2) was significantly down-regulated in schwannomas and meningiomas, 
whereas the opposite trend has been shown in malignant neoplasms such as ovarian and endometrial cancer 
and oral squamous cell carcinoma [47]. As schwannomas and meningiomas are usually non-invasive, this 
fact could explain the different trend in deregulation of CXCL2. Stathmin-like 2 (STMN2) showed the same 
pattern: up-regulation in hepatoma cells but down-regulation in schwannomas and meningiomas. 
Interestingly, STMN2 interacts with Rho family GTPase 1 (RND1) in axon extension [48], another gene that 
is down-regulated in both tumors. Other down-regulated genes in both tumors are E-selectin (SELE) and 
vascular adhesion protein 1 (AOC3), related to the tethering and rolling of leukocytes [49]; thus, the non-
invasive nature of grade I meningiomas and schwannomas could explain the down-regulation of these genes. 
Validation with the dataset GSE43290 was performed, and included, among others, down-regulation of 
AOC3, STMN2, SELE, RGS4, THBS4 and RND1. Functional analysis with DAVID included leukocyte and 
cell migration, heparin binding or membrane fraction (data available upon request). 
Gene expression differences between meningiomas and schwannomas.   The main goal of our study was to 
test gene expression profiles common to schwannomas and meningiomas in regard to their respective 
controls, and having into account their relative expression. However, we also studied the gene expression 
differences between both neurogenic neoplasms. As samples were processed in various batches, we used a 
Bayesian method to reduce the batch effect. Because of this effect, the differential expression of certain genes 
in schwannomas and meningiomas could have decreased. This issue, although it limits our information, is 
vital to our study because the batch effect was very marked; 192 genes were up-regulated at 1.5-fold 
differences and p<0.05 (data available upon request) in schwannomas as compared to meningioma 
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expression. Most of these genes are related to neuron migration and the myelin sheath, such as the following: 
Peripheral myelin protein 2 (PMP2), expressed in the cytoplasmic side of myelin in the peripheral nervous 
system [50]; Myelin protein zero (MPZ), representing 50% of the total myelin protein in the peripheral 
nervous system [51];  Neurexin 1 (NRXN1), which mediates formation and maintenance of synaptic junctions 
[52]; or Neural cell adhesion molecule 2 (NCAM2), which is involved axonal projection [53].  
Up-regulation in meningiomas compared with schwannomas gave us 88 genes (data available upon request) 
and included either cellular retinoic acid binding protein 2 (CRABP2), a chaperon down-regulated in high-
grade gliomas [54], or secreted frizzled-related protein 2 gene (SFRP2), a gene identified as a tumor 
suppressor in a renal cell carcinoma cell line [55].  
Another comparison would be those genes that were up-regulated in schwannomas with respect to nerves, 
and down-regulated in meningiomas with respect to healthy meninges. These findings are summarized in 
supp Table 8, and include genes such as hepatocyte cell adhesion molecule (HEPACAM), neuritin 1 (NRN1) 
and kinesin family member 1A (KIF1A). 
The NF2 mutation rate (determined by sequencing, MLPA and chromosome 22q LOH analyses) in this series 
was 74% for schwannomas and 68% for meningiomas. We compared the expression patterns in samples from 
both tumor types, and with respect to the presence or lack of any alteration in the NF2 gene (38 samples with 
alteration and 15 without any). Using these groups, we identified 2 genes with differential expression levels. 
The natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic peptide receptor C) (NPR3) was 
down-regulated in those samples without NF2 alterations. This gene codes for a receptor coupled to various 
signaling transduction cascades in several tissues such as cardiac myocytes and fibroblasts [56]. On the other 
hand, the G antigen 12J (GAGE12J) gene, transcribed in human fetal and tumoral tissues [57], was also 
down-regulated, but on this occasion in tumors with NF2 alteration. As only 2 genes were detected, based on 
our microarray results in both neoplasms, it would seem that there is no differentiated subset of expression 
profiles of genes between samples with or without alteration over NF2 in grade I meningiomas and 
schwannomas (Figure 1). Nevertheless, single genes could be altered in tumors with or without NF2 
alteration, although such a reduced number could be due to outlier values. 
 
 
 
Publicaciones  
123 
 
Figure 1. Principal component analysis (PCA) of all samples studied. Green dots represent non-tumoral 
healthy nerves and the blue dots non-tumoral meninges sample. A) Red dots are all schwannomas studied, 
while yellow are meningioma samples. Both entities are clearly separated, except for two samples (white 
arrow), one corresponding to a schwannoma from NF2 patient and the other to a grade I meningioma. The 
most remote green dot corresponds to the cultured schwann cells used as controls. In B), violet dots are 
samples without alteration in NF2 gene, and gold dots are tumors carrying such alteration. The same point of 
view is shown in both images A and B, and no clear distinction between those two groups was found. 
 
Currently, there is no chemotherapeutic treatment available for either meningiomas or schwannomas, so 
research for a combined solution could be of great value to those patients affected with both tumor types, 
primarily patients with neurofibromatosis type 2. In this study, we found a set of genes with aberrant 
expression in both entities compared with their respective control tissue, but with similar expression levels 
between these tumors, including PDGF, c-Met or Slit2 pathways. Thus, these and the other genes shown in 
this work, and their regulatory pathways, might be of interest for further experiments in the search for 
common solutions for patients affected by schwannomas and meningiomas. 
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Table 1. Genes overexpressed in meningioma and schwannoma when compared with their 
respective control tissue. 
Gene Database Chromosome C-M N-S M-S P-value 
CDH1  NM_004360  16q22.1  5.4 5.8 -1.0 8.35E-09 
PDGFD  NM_025208  11q22.3  4.4 6.2 -1.1 7.48E-13 
SLIT2  NM_004787  4p15.2  3.6 5.8 -1.1 2.02E-13 
HLA-DPA1  NM_033554  6p21.3  2.9 3.9 -1.1 5.24E-07 
PAPPA  NM_002581  9q33.2  2.8 3.8 -1.1 3.68E-06 
TREM2  NM_018965  6p21.1  2.7 5.5 -1.3 2.8E-12 
HLA-DPA1  NM_033554  6p21.3  2.6 4.1 -1.2 5.24E-07 
HPGDS  NM_014485  4q22.3  2.6 2.4 -1.1 3.83E-07 
GPR34  NM_001097579  Xp11.4  2.6 12.0 -1.5 9.9E-11 
CX3CR1  NM_001337  3p21|3p21.3  2.5 5.7 -1.2 2.15E-07 
ANKRD22  NM_144590  10q23.31  2.5 7.3 -1.4 1.04E-06 
C3  NM_000064  19p13.3-p13.2  2.4 2.6 -1.2 5.77E-05 
CYBB  NM_000397  Xp21.1  2.4 4.1 -1.2 1.11E-07 
LGALS3BP  NM_005567  17q25  2.4 2.9 -1.1 4.67E-13 
WIPI1  NM_017983  17q24.2  2.4 2.0 -1.0 2.55E-12 
APOBEC3C  NM_014508  22q13.1  2.4 2.5 -1.1 3.35E-08 
C3AR1  NM_004054  12p13.31  2.4 4.8 -1.2 4.43E-09 
FCGBP  NM_003890  19q13.1  2.3 9.7 -1.3 1.03E-11 
FRAS1  NM_025074  4q21.21  2.3 3.2 -1.2 7.42E-08 
FLRT3  NM_198391  20p11  2.3 3.8 -1.2 1.76E-05 
FCGR1A  NM_000566  1q21.2-q21.3  2.3 4.3 -1.3 1.66E-08 
MET  NM_001127500  7q31  2.3 4.9 -1.3 1.22E-08 
ITPR3  NM_002224  6p21  2.3 3.7 -1.1 3.69E-12 
FCGR1B  NM_001017986  1p11.2  2.3 2.9 -1.2 4.14E-08 
ALCAM  NM_001627  3q13.1  2.2 2.5 -1.0 4.26E-09 
HLA-DPB1  NM_002121  6p21.3  2.2 4.6 -1.3 1.75E-07 
LAMB1  NM_002291  7q22  2.2 2.0 -1.2 4.57E-07 
C8orf84  NM_153225  8q21.11  2.2 2.6 -1.2 8.11E-06 
SLFN12  NM_018042  17q12  2.2 2.3 -1.2 4.14E-10 
FCGR1A  NM_000566  1q21.2-q21.3  2.2 3.1 -1.2 1.66E-08 
LHFPL2  NM_005779  5q14.1  2.1 2.3 -1.1 8.13E-09 
MS4A6A  NM_152852  11q12.1  2.1 4.5 -1.3 4.8E-08 
CD84  NM_001184879  1q24  2.1 2.7 -1.2 3.38E-09 
TRIM22  NM_006074  11p15  2.1 2.2 -1.1 2.09E-09 
CD4  NM_000616  12pter-p12  2.1 2.5 -1.1 1.69E-07 
CSF1R  NM_005211  5q32  2.1 3.8 -1.2 5.21E-08 
GFRA1  NM_005264  10q26.11  2.1 4.9 -1.4 1.34E-07 
HLA-DPB1  NM_002121  6p21.3  2.1 4.5 -1.3 1.75E-07 
CD86  NM_175862  3q21  2.1 2.9 -1.3 1.03E-06 
C1QA  NM_015991  1p36.12  2.1 4.3 -1.2 1.24E-07 
TLR7  NM_016562  Xp22.3  2.0 3.6 -1.3 7E-08 
CCND1  NM_053056  11q13  2.0 2.7 -1.1 1.48E-11 
HLA-DQA1  NM_002122  6p21.3  2.0 2.6 -1.2 4.19E-05 
FAM105A  NM_019018  5p15.2  2.0 2.6 -1.1 9.2E-08 
C6orf138  NM_001013732  6p12.3  2.0 3.4 -1.2 1.99E-10 
P2RY13  NM_176894  3q24  2.0 2.4 -1.2 3.08E-06 
PROS1  NM_000313  3q11.2  2.0 5.0 -1.4 9.1E-14 
 
Official gene symbol is shown for every gene. C-M values correspond to the fold-change value of Control healthy 
meninges (C) minus meningioma (M). In the case of N-S, N is referred as Nerve healthy tissue minus schwannoma (S). 
In the column M-S, meningioma (M) minus schwannoma (S) is performed. Only those genes with less than 1.5 fold-
change between both tumors were shown. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Publicaciones  
128 
Table 2. Genes infraxpressed in meningioma and schwannoma when compared with their 
respective control tissue. 
Gene Database Chromosome C-M N-S M-S P-value 
SAA1  NM_000331  11p15.1  -2.0 -2.7 1.1 0.000414 
INHBA  NM_002192  7p15-p13  -2.0 -4.1 1.2 2.42E-09 
PCDH18  NM_019035  4q31  -2.0 -2.6 1.2 0.000183 
PTGIS  NM_000961  20q13.13  -2.1 -3.4 1.3 1.72E-06 
HHIP  NM_022475  4q28-q32  -2.1 -2.9 1.1 1.44E-06 
AQP9  NM_020980  15q  -2.1 -4.5 1.0 2.78E-08 
TCEAL2  NM_080390  Xq22.1-q22.3  -2.1 -2.4 1.4 0.000135 
S100A12  NM_005621  1q21  -2.2 -5.6 1.1 9.51E-07 
PDE3A  NM_000921  12p12  -2.2 -2.0 1.2 2.03E-08 
S100A9  NM_002965  1q21  -2.2 -4.6 -1.0 2.63E-05 
PAK3  NM_002578  Xq23  -2.3 -4.1 1.3 5.36E-11 
SLC16A7  NM_004731  12q13  -2.3 -2.2 1.1 4.89E-12 
PI16  NM_153370  6p21.2  -2.3 -5.1 1.2 1.76E-09 
MGST1  NM_145792  12p12.3-p12.1  -2.3 -3.6 1.1 0.001079 
FGFR2  NM_000141  10q26  -2.3 -2.6 1.3 1.69E-09 
TRPM3  NM_206946  9q21.12  -2.4 -2.0 1.1 3.65E-11 
PDZRN4  NM_013377  12q12  -2.5 -3.0 1.1 1.14E-08 
THBS4  NM_003248  5q13  -2.5 -3.5 1.0 1.71E-09 
STEAP4  NM_024636  7q21.12  -2.7 -4.2 1.1 1.38E-07 
DCLK1  NM_004734  13q13  -2.8 -2.4 1.1 2.22E-07 
ZNF385D  NM_024697  3p24.3  -3.0 -2.0 1.1 1.34E-05 
CXCL2  NM_002089  4q21  -3.1 -3.3 -1.0 7.52E-09 
FABP4  NM_001442  8q21  -3.1 -13.5 1.2 1.29E-12 
IL6  NM_000600  7p21  -3.1 -4.6 -1.0 0.000397 
SELE  NM_000450  1q22-q25  -3.3 -6.6 1.0 2.29E-09 
SLC14A1  NM_001128588  18q11-q12  -4.0 -3.3 1.0 2.7E-09 
APLNR  NM_005161  11q12  -4.8 -3.1 -1.0 8.05E-11 
ADH1B  NM_000668  4q23  -4.9 -3.6 -1.1 6.95E-07 
ADCYAP1R1  NM_001118  7p14  -5.1 -3.3 1.0 6.98E-11 
RND1  NM_014470  12q12  -5.4 -3.1 -1.0 3.5E-09 
ADAMTS1  NM_006988  21q21.2  -6.0 -2.4 -1.1 4.64E-11 
HSPB8  NM_014365  12q24.23  -6.0 -3.5 1.0 5.3E-07 
AOC3  NM_003734  17q21  -6.3 -2.5 -1.1 3.64E-11 
RGS4  NM_001102445  1q23.3  -6.7 -2.1 -1.1 2.55E-10 
STMN2  NM_007029  8q21.13  -9.2 -2.9 -1.1 4.92E-11 
 
Official gene symbol is shown for every gene. C-M values correspond to the fold-change value of Control healthy 
meninges (C) minus meningioma (M). In the case of N-S, N is referred as Nerve healthy tissue minus schwannoma (S). 
In the column M-S, meningioma (M) minus schwannoma (S) is performed. Only those genes with less than 1.5 fold-
change between both tumors were shown. 
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4. RESULTADOS GLOBALES 
 
 
 
 
4.1 ANÁLISIS MUTACIONAL DE NF2 
El total de las muestras utilizadas en estos trabajos asciende a 51 schwannomas 
vestibulares esporádicos, 6 schwannomas vestibulares procedentes de pacientes con NF2 
y 4 schwannomas no vestibulares -3 de columna y 1 cervical-. En el Artículo 1 se detallan 
los hallazgos de mutaciones de NF2 y de la LOH del cromosoma 22 en schwannomas 
vestibulares esporádicos. En resumen, la LOH fue detectada en el 57% de los tumores, 
mutación por PCR/dHPLC en el 49% y alteraciones de MLPA se identificaron en el 13,7% 
de los casos. Un 45% de los schwannomas presentó al menos 2 eventos inactivadores 
sobre NF2 y en el 27% de los tumores se identificó uno. 
De los 4 casos de schwannomas no-vestibulares, 2 presentaron mutación y LOH 
del cromosoma 22, mientras que otros 2 -entre los que se incluye el cervical, NonV4- no 
mostraron alteraciones en el gen (Tabla 4).  
 
Tabla 4. Mutaciones en los schwannomas no-vestibulares.  
Muestra LOH MLPA NF2  NM_000268.3 
NonV1 - N/N  
NonV2 1 N/N c.1735_1738del4 p.Lys579Stop  
NonV3 1 N/14,16 c.535_540del6 p.Met179_Thr180del 
NonV4 0 N/N  
Ninguno de ellos presentó alteración en sangre periférica. En la muestra NonV1 no se pudo determinar la 
LOH del cromosoma 22 debido a que no se dispuso de sangre periférica del paciente. Para nombrar la 
mutación, se utiliza como referencia el mensajero NM_000268.3 del gen NF2. En la LOH, 1 indica pérdida de 
heterocigosidad, mientras que 0 indica que no se detectaron alteraciones. En el MLPA, la N se refiere a un alelo sin 
alteraciones del gen NF2, los números indican el exón donde se detectaron pérdidas. 
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En las muestras de schwannomas provenientes de pacientes con NF2, se 
detectaron alteraciones sobre el gen NF2 en 5 de los 6 casos -86%- (Tabla 5). No obstante, 
mutaciones en la sangre periférica pudieron ser halladas solamente en el caso NF2_2. En 
el caso NF2_3, a pesar de que los síntomas clínicos eran evidentes de NF2, no se pudo 
hallar ninguna alteración en el gen NF2 tanto en el ADN de la sangre periférica como en el 
tumor mediante las técnicas utilizadas.  
Tabla 5. Mutaciones en los schwannomas de pacientes con NF2.  
MUESTRA LOH MLPA  NF2  NM_000268.3 
NF2_1 1 N/2 c.169C>T p.Arg57Stop  
NF2_2 1 N/2 c.169C>T p.Arg57Stop* 
NF2_3 0 N/N  
NF2_4 1 4, 15, 16  
NF2_5 1  N c.1033C>T p.Arg198Stop 
NF2_6 1 N/2 c.169C>T p.Arg57Stop  
Para nombrar la mutación, se utiliza como referencia el mensajero NM_000268.3 del gen NF2. En la LOH, 1 indica 
pérdida de heterocigosidad, mientras que 0 indica que no se detectaron alteraciones. En el MLPA, la N se refiere a un 
alelo sin alteraciones del gen NF2, los números indican el exón donde se detectaron pérdidas. * Paciente con mutación 
en sangre periférica. La muestra NF2_1 y la NF2_6 corresponden al mismo paciente. 
 
 De los 22 meningiomas del Artículo 6, 7 mostraron mutaciones en la secuencia de 
NF2 -32%-, 2 alteraciones fueron encontradas por MLPA -9%- y 14 muestras con LOH del 
22q -64%-. En total, un 73% de las muestras presentaron al menos un evento mutacional 
en el gen, 9 de ellas -41%- con un solo evento y 7 -32%- con dos. En 6 de los meningiomas   
-27%-, no se detectaron alteraciones de NF2 mediante las técnicas usadas. 
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4.2 PATRONES GENERALES DE LOS MICROARRAYS 
En los análisis de expresión, tanto de ARN mensajero como de miRNA, se observó 
una tendencia hacia la sobreexpresión génica. En el caso de los microarrays de ARN 
mensajero, usando los límites -para desregulación p-valor menor o igual a 0.05 y cambio 
de expresión de al menos el doble- expuestos en el Artículo 1, se encontraron 1105 genes 
sobreexpresados, mientras que menos de la mitad, un total de 411, estaban 
infraexpresados. En el volcano plot de la Figura 2 se aprecia cómo, independientemente 
del límite de p-valor como del cambio de expresión entre los schwannomas y los 
controles, el número de mediciones -genes- siempre será mayor para la sobreexpresión.  
 
 
Figura 2. Volcano plot en color de la figura 3 del artículo 3. Los puntos verdes representan aquellos genes que 
cumplen el umbral para considerar desregulado. Los puntos negros son genes que no alcanzan nivel de 
significación suficiente. Los puntos rojos son los genes que, aunque significativos, el nivel de desregulación no 
llega a ser el doble o la mitad en los schwannomas en comparación con los controles no tumorales. Se observa 
cómo, incluso entre los que no llegan al umbral, el número de puntos en la zona de sobreexpresión (izquierda) 
es mayor. 
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El mismo fenómeno se observó para los microarrays de expresión de miRNA. 
Mientras que un 14% -119- de los miRNA se mostraron sobreexpresados, menos de la 
mitad, con el 6.7% -57- se consideraron infraexpresados. Como en el caso anterior, los 
valores límite para considerar desregulación fueron el p-valor menor o igual a 0.05 y 
cambio de expresión de al menos el doble. En la Figura 3, se muestra el volcano plot con 
este efecto. Por lo tanto, aunque numerosos genes y miRNA presentaron una menor 
expresión que los controles sanos, la mayor parte de la desregulación en los schwannomas 
se produjo por sobreexpresión.  
 
Figura 3. Volcano plot de los miRNAs 3. Como en la figura anterior, los puntos verdes representan aquellos 
genes que cumplen el umbral para considerar desregulado. Los puntos negros son genes que no alcanzan 
nivel de significación suficiente. Los puntos rojos son los genes que, aunque significativos, el nivel de 
desregulación no llega a ser el doble o la mitad en los schwannomas en comparación con los controles no 
tumorales. El número de puntos en la zona de sobreexpresión (izquierda) es mayor. 
 
En el caso de la metilación en sitios CpG del ADN, lo que se observó fue una 
tendencia a la hipometilación, aunque numerosos sitios CpG sufrieron metilación 
aberrante. En concreto, usando los límites expuestos en el Artículo 5 -al menos diferencia 
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de 1 en el valor M y p-valor corregido por Bonferroni menor o igual a 0.05-, 8307 sitios 
CpG aparecieron hipometilados y 6553 hipermetilados. Reduciendo la astringencia de los 
límites de metilación, la proporción entre hipo e hipermetilación se mantenía estable a los 
valores anteriores, con mayor proporción de hipometilados. Por lo tanto, parece que en 
los schwannomas se tienden a expresar más genes -incluidos miRNA- que en tejido 
control, siendo este fenómeno apoyado por el patrón de metilación de los sitios CpG, cuya 
hipometilación más abundante que hipermetilación, sugiere mayor expresión génica que 
en los nervios no-tumorales.  
 
4.3 AGRUPACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Los métodos estadísticos no supervisados usados en los artículos presentados, 
incluyendo el análisis de componentes principales -PCA- y el método de clúster de 
distancias de Pearson, mostraron una clara diferencia entre los schwannomas y los 
controles sanos. En los microarrays de expresión génica, el PCA separó de manera 
evidente los tumores y los controles. La distancia entre los propios controles fue mayor 
que la mostrada por los schwannomas, sugiriendo que la diversidad biológica entre los 
controles era relativamente alta en cuanto a los patrones de expresión de mensajeros. En el 
clúster de Pearson, además de la evidente separación schwannoma-control, las muestras 
tumorales se agruparon en lo que parecían dos o tres grupos (Figura 4). A pesar de este 
hecho, no se pudieron asignar estos grupos con ninguna característica molecular ni clínica 
recogida.  
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Figura 4. Clúster de distancias de Pearson de los 31 schwannomas vestibulares (línea azul) y 9 controles (línea 
verde). Los schwannomas se pueden separar en dos o tres grupos, aunque ninguno de ellos tiene 
características comunes moleculares ni clínicas. 
 
En los microarrays de expresión de miRNAs, el PCA también mostró una clara 
separación entre los controles y los schwannomas (Figura 1 del Artículo 4). En este caso, 
los nervios se dispersaron menos que los tumores, que aún así mostraron una gran 
homogeneidad. En los microarrays de metilación, cuando todos los sitios CpG fueron 
testados, mostraron una pequeña tendencia a agruparse por el sexo del paciente. Los 
nervios sanos quedaron desplazados a la periferia, no habiendo ninguna característica 
clínica ni molecular que agrupara los schwannomas. No obstante, algunos genes 
aparecieron desregulados tanto en microarrays de expresión génica como de miRNAs, al 
usar métodos supervisados de análisis entre schwannomas con diferentes características 
clínicas y moleculares. Por ejemplo, el miR-125b-2* apareció infraexpresado en aquellos 
tumores con mutación de NF2. Por este motivo, no descartamos variaciones de expresión 
y metilación entre tumores con distinto tamaño, patrón de crecimiento, u otras 
características tumorales.  
Al testar nuestra serie de 4 schwannomas no vestibulares, los métodos no 
supervisados como clústeres de Pearson o análisis de componentes principales, tampoco 
nos ofrecieron separación visible con los schwannomas vestibulares. Sin embargo, 
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contrariamente a lo que obtuvimos al comparar schwannomas vestibulares con distintas 
características clínicas y moleculares, en este caso los métodos supervisados (t-test), nos 
ofrecieron claras diferencias en varios genes entre los schwannomas vestibulares y los no 
vestibulares. Sin duda, los más llamativos fueron los genes HOX, que se distribuyen en 
cuatro clústeres; A, B, C y D, en diferentes cromosomas: 7p15, 17q21.2, 12q13 y 2q31 
respectivamente. Las neoplasias no vestibulares presentaron un patrón más similar al de 
los controles no tumorales que al de los otros tumores en estos genes. Más aún, los 
resultados de microarrays de expresión de los genes HOX también confirmaron 
diferencias entre estos tipos tumorales (Figura 4 del Artículo 5). El reducido número de 
genes con este enorme grado de diferencias entre schwannomas vestibulares y no 
vestibulares hace suponer que, por norma general, los schwannomas de distintos orígenes 
tienen la mayor parte de su patrón epigenético muy similar, aunque en genes 
determinados se comportan de una manera más parecida al nervio de origen. Así mismo, 
conviene tener presente el reducido número de schwannomas no vestibulares empleados, 
por lo que se requieren estudios con mayor número de muestras. 
 
4.4 VALIDACIÓN DE LOS ANÁLISIS DE EXPRESIÓN 
Para comprobar la robustez de los resultados de los microarrays de expresión, se 
validaron 48 genes mediante PCR en tiempo real. En todos los genes seleccionados se 
mantuvo la tendencia de sobre, infraexpresión, o bien sin cambio entre tumores y nervios. 
En la Figura 5 se muestran estas tendencias. Como se hace evidente en esta figura, la 
valoración de un gen como sobre o infraexpresado por microarrays es muy fiable, al 
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menos si se compara con los hallazgos obtenidos mediante PCR en tiempo real, que es la 
técnica usada como referencia en el campo de la expresión.  
 
 
Figura 5. Gráfico que muestra los valores obtenidos en los genes validados por PCR en tiempo real (en rojo) y 
los hallazgos medidos mediante microarrays (en azul). En la mayoría de los casos, el valor obtenido mediante 
PCR en tiempo real es mayor al de los microarrays, aunque en todos los genes validados se conserva la 
tendencia. 
 
No obstante, para cuantificar esa desregulación, los microarrays no son un método 
robusto, debido a la diferencia de rango dinámico con que cuentan ambas técnicas. Las 
mayores diferencias de variación en la expresión se encontraron en los genes FABP4, AR, 
PAK3, CXCL1, CXCL5 y SHOX2, entre aquellos genes infraexpresados; y en NRG1, 
NRXN1, HEPACAM y ANK3 entre los sobreexpresados. En el gen flotilina 1 -FLOT1-, 
había una tendencia a la sobreexpresión en los microarrays -incremento de 1.79 veces en 
schwannoma-. Cuando fue testado por PCR a tiempo real, se encontró un valor muy 
similar -1.67 veces-, por lo que, aunque se reflejó un ligero incremento en la expresión, no 
pudo ser identificado como desregulado debido al umbral usado. El gen PAK2, 
sobreexpresado por microarrays -2.1 incrementos en los schwannomas-, no se validó 
  
Resultados globales  
138 
mediante PCR en tiempo real -no se detectó diferencia suficiente entre las medias-, siendo 
el único gen desregulado que no pudo ser refrendado por esta técnica de todos los 
testados.  
En la validación mediante PCR en tiempo real de miRNAs -que también cumplió 
lo identificado en los microarrays en todos los miRNAs analizados-, la variación de rango 
dinámico fue mucho más acentuada, sobre todo en los miRNAs infraexpresados (Figura 
6). Por tanto, la validación en tiempo real indica que, en estos 6 miRNAs en concreto, más 
que fenómenos de modulación de la expresión, se dan mecanismos de desactivación total 
de la transcripción en los schwannomas.  
 
Figura 6. Validación de 10 miRNAs con expresión diferencial entre schwannomas y controles. El rango 
dinámico de los infraexpresados es mucho mayor que en los sobreexpresados. 
 
4.5 GENES INVOLUCRADOS EN MIELINIZACIÓN 
Tanto en los microarrays de expresión como en los de metilación, se encontraron 
alteraciones en numerosos genes descritos en procesos de mielinización, así como 
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específicos en la diferenciación de las células de Schwann (Mirsky et al, 2008). Desde las 
menos diferenciadas células de la cresta neural hasta las células de Schwann mielinizantes 
maduras, hay dos episodios intermedios: las células precursoras de las células de 
Schwann y las células de Schwann inmaduras. Cada una de estas etapas tiene 
características propias de expresión, por lo que su identificación en base a este parámetro 
es relativamente robusta. Los schwannomas comparten algún marcador de expresión con 
todas las etapas, por lo que encasillar este tumor con alguna en concreto no parece 
adecuado (Figura 7).  
CDH19, que solo se da en la etapa de precursores de células de Schwann, mostró 
sobreexpresión en los schwannomas. Del grupo de las proteínas "S100 Calcium Binding 
Protein" -S100-, uno de los marcadores clásicos para reconocer schwannomas mediante 
inmunohistoquímica, el gen S100B fue encontrado sobreexpresado e hipometilado, 
mientras que 4 componentes de esta familia de genes -S100A3, S100A9, S100A12 y S100P- 
aparecieron infraexpresados. En el caso del gen de la "S100 calcium binding protein P"        
-S100P-, además se encontró hipermetilación aberrante, lo que podría sugerir mecanismos 
epigenéticos participando en el silenciamiento del gen. Otros genes relacionados con 
procesos de mielinización aparecieron desregulados y con diferente patrón de metilación 
en los schwannomas. Por ejemplo, el gen “peripheral myelin protein 2” -PMP2-, se 
encontró sobreexpresado e hipometilado, mientras que el gen “myelin oligodendrocyte 
glycoprotein” -MOG- infraexpresado e hipometilado. El gen “myelin basic protein” -MBP- 
productor de una de las proteínas más abundantes de las vainas de mielina, presentó 
fenómenos de metilación compatibles con splicing alternativo (Figura 8); mientras que los 
promotores de las isoformas pequeñas del gen aparecieron hipometiladas, los promotores 
  
Resultados globales  
140 
de las isoformas más largas mostraron hipermetilación. Por tanto, parece que 
schwannomas y tejido control podrían expresar diferentes isoformas del gen. A nivel de 
expresión, MBP no presentó cambios entre los schwannomas y los controles no tumorales. 
 
 
Figura 7. Etapas del desarrollo de las células de Schwann, desde las células de la cresta neural a las células de 
Schwann maduras. En cada etapa, se muestran genes que aparecieron desregulados en los microarrays de 
expresión, así como el patrón de metilación de los mismos. El gen MBP, sin cambios en expresión, presentó un 
patrón particular de metilación compatible con splicing alternativo. 
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Figura 8. Patrón de metilación del gen MBP. La intensidad roja corresponde a hipermtilación, mientras que la azul a hipometilación (leyenda arriba a la derecha). Los sitios 
CpG de la región promotora de las isoformas cortas del gen (las cuatro centrales), aparecen hipometilados en los tumores (encima del recuadro rojo), mientras que las isoformas 
largas aparecen hipermetiladas en los tumores (encima del recuadro azul). 
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4.6 METILACIÓN Y EXPRESIÓN DEL GEN NF2 
En cuanto al patrón de metilación y expresión en el gen NF2, no se encontró 
ningún tipo de alteración, presentando los schwannomas valores idénticos a los controles 
en ambos estudios (Figura 9). 
 
Figura 9. Diagrama de cajas que refleja la expresión del gen NF2 en schwannomas y controles sanos. Como se 
aprecia, no hay diferencias estadísticas entre ellos. Datos obtenidos de los microarrays de expresión. 
 
4.7 ALTERACIONES EN RECEPTORES TIROSINA QUINASA 
Uno de los grupos de proteínas que más atención han recibido por sus aplicaciones 
clínicas son los receptores tirosina quinasa, ya que su activación aberrante o 
silenciamiento se asocia a numerosos tipos tumorales, como el receptor ErbB2 en cáncer 
de mama (Eccles, 2011) o MET en cáncer de pulmón y mesotelioma (Cipriani et al, 2009). 
La Tabla 6, recoge los datos de expresión de tirosina quinasas de interés en los 
schwannomas vestibulares, así como la metilación de sitios CpG de cada gen en los casos 
en los que hubiera. La mayoría de los receptores desregulados presentaron 
sobreexpresión, lo que las haría mejores dianas terapéuticas a través de tratamientos 
basados en su inhibición (Tsai & Nussinov, 2013; Fauvel & Yasri, 2014).  
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Tabla 6. Algunos de los receptores de tirosina quinasa desregulados en los schwannomas vestibulares.  
Gen Descripción Cromosoma P-valor Diferencia Metilación 
MERTK Tirosina quinasa c-mer 2 0.0005 3.48  
FER Tirosina quinasa fer  5 0.0006 2.95 1 hipo 
TYRO3 TYRO3 protein tyrosine kinase 15 0.0015 2.92  
NTRK2 Receptor neurotrófico tirosina 
quinasa tipo 2 
9 0.0053 2.68  
BTK Tirosina quinasa Bruton 
agammaglobulinemia 
X 0.0000 2.59  
DDR1 Tirosina quinasa del dominio 
discoidina 1 
6 0.0023 2.39 2 hipo 
SYK Tirosina quinasa del bazo 9 0.0032 2.14  
AATK Tirosina quinasa asociada a 
apoptosis 
17 0.0001 2.06  
AXL Tirosina quinasa del receptor AXL 19 0.0021 2.02 1 hipo 
ERBB3 Receptor del factor de crecimiento 
epidérmico humano tipo 3 
12 0.0002 3.62  
ERBB2 Receptor del factor de crecimiento 
epidérmico humano tipo 2 
17 0.0000 2.61 1 hipo 
NTRK3 Receptor neurotrófico tirosina 
quinasa tipo 3 
15 0.0038 -2.05  
EGFR Receptor del factor de crecimiento 
epidérmico humano tipo 1 
7 0.0000 -4.19  
La columna de metilación solamente incluye los sitios CpG de regiones promotoras, 5'UTR y primer exón. 
 
4.8 ADHESIÓN EN SCHWANNOMAS VESTIBULARES 
Una veintena de genes relacionados con funciones de adhesión se identificaron 
sobreexpresados en nuestros estudios (Tabla 7). Entre ellos se incluyen algunos de los 
genes codificantes de integrinas, cadherinas y genes de adhesión en procesos neuronales. 
En cambio, en los genes infraexpresados no se identificaron integrinas, así como 
solamente un gen de la familia de las cadherinas. En varios de los genes de adhesión 
alterados en schwannomas se encontraron procesos de regulación epigenética, aunque en 
algunos, como la integrina alfa E, la hipermetilación de la región promotora no se tradujo 
en infraexpresión. Los genes de las cadherinas no mostraron alteraciones epigenéticas que 
expliquen la sobreexpresión observada en varios de estos genes en schwannomas.  
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Tabla 7. Genes involucrados en adhesión desregulados en los schwannomas vestibulares.  
Gen Descripción Cromosoma P-valor Diferencia Metilación 
ITGB8 Integrina beta 8 7 0.0010 5.19  
ITGB4 Integrina beta 4 17 0.0009 3.57 2 hipo 1 
hiper 
ITGA3 Integrina alfa 3 17 0.0009 2.88  
ITGA6 Integrina alfa 6 2 0.0005 2.64  
ITGAV Integrina alfa V 2 0.0065 2.40  
ITGA2 Integrina alfa 2 5 0.0005 2.24  
ITGB1BP1 Proteína de unión 1 a la 
integrina beta 1 
2 0.0043 2.09 1 hiper 
CDH19 Cadherina 19 18 0.0001 10.77  
CDH1 E-cadherina 16 0.0002 5.25  
CDH2 N-cadherina 18 0.0005 4.50  
CDH6 K-cadherina 5 0.0003 2.67  
L1CAM Molécula de adhesión celular L1 X 0.0000 15.39  
CHL1 Molécula de adhesión celular 
con homología a L1CAM 
3 0.0002 8.52 4 hiper 1 
hipo 
NCAM2 neural cell adhesion molecule 2 21 0.0000 6.96  
NRCAM neuronal cell adhesion molecule 7 0.0002 5.49 1 hipo 1 
hiper 
NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 11 0.0004 5.00  
CADM4 Molécula de adhesión celular 4 19 0.0006 3.89  
HEPACA
M 
Molécula de adhesión de 
hepatocitos 
11 0.0009 3.84 3 hipo 
MCAM Molécula de adhesión de 
melanoma 
11 0.0002 3.77  
ALCAM Molécula de adhesión de 
activación de leucocitos 
3 0.0015 3.22  
CDH20 Cadherina 20 18 0.0174 -2.13  
ICAM1 Molécula de adhesión 
intercelular 1 
19 0.0475 -2.04  
ASAM Molécula de adhesión específica 
de adipocitos 
11 0.0000 -3.70  
VCAM1 Molécula de adhesión vascular 
1 
1 0.0147 -2.34  
La columna de metilación solamente incluye los sitios CpG de regiones promotoras, 5'UTR y primer exón. 
4.9 DESREGULACIONES POR CROMOSOMAS 
Cada medición realizada en los microarrays de ARN mensajero, miRNA y 
metilación, se puede asignar a una localización concreta en los cromosomas. Debido a la 
naturaleza del cáncer y a las numerosas alteraciones cromosómicas que se pueden 
producir en el proceso neoplásico, se establecieron porcentajes de las mediciones 
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efectuadas, para buscar zonas en las que pudiera haber una especial predilección por el 
exceso o la carencia de alteraciones moleculares (Tabla 8).  
Tabla 8. Porcentajes de desregulación por cromosomas.  
 Sobreexpresión Infraexpresión Porcentajes totales 
CHR Hipo- 
metilación 
mRNA miRNA Hiper- 
metilación 
mRNA miRNA Metilación 
 total 
mRNA miRNAs 
1 2,33 5,87 22,95 1,82 2,85 4,92 4,15 8,72 27,9 
2 2,86 6,93 8,70 2,04 2,49 13,04 4,90 9,42 21,7 
3 2,43 7,16 5,71 1,76 2,56 5,71 4,19 9,72 11,4 
4 2,17 10,06 0,00 1,53 4,08 6,45 3,70 14,14 6,5 
5 2,39 8,02 6,67 1,98 2,37 13,33 4,38 10,38 20 
6 2,22 7,38 17,65 1,96 1,93 11,76 4,18 9,30 29,4 
7 2,40 7,79 9,52 1,66 2,26 16,67 4,06 10,05 26,2 
8 2,44 8,13 3,70 2,25 3,58 11,11 4,69 11,71 14,8 
9 2,00 5,39 3,33 1,57 2,69 13,33 3,57 8,08 16,7 
10 2,75 9,37 4,35 1,93 2,02 8,70 4,69 11,38 13 
11 2,42 5,72 7,89 1,80 2,42 5,26 4,22 8,15 13,2 
12 2,56 6,62 4,76 1,50 3,21 0,00 4,05 9,83 4,8 
13 3,04 9,46 0,00 2,61 3,04 8,00 5,65 12,50 8 
14 2,19 7,37 49,38 1,49 1,29 2,47 3,68 8,66 51,9 
15 2,48 8,11 14,81 1,70 2,32 3,70 4,18 10,42 18,5 
16 1,96 3,31 23,53 2,11 0,79 11,76 4,07 4,11 35,3 
17 2,34 4,67 12,50 2,13 1,05 8,33 4,47 5,71 20,8 
18 2,10 5,24 0,00 1,41 3,23 33,33 3,51 8,47 33,3 
19 1,11 2,97 8,82 1,20 1,25 3,92 2,30 4,22 12,7 
20 1,46 2,03 0,00 1,34 2,03 0,00 2,80 4,07 0 
21 2,81 5,85 14,29 1,89 2,44 0,00 4,70 8,29 14,3 
22 0,94 2,57 0,00 1,29 1,29 5,26 2,23 3,86 5,3 
X - 6,74 22,47 - 3,58 4,49 - 10,32 27 
Los valores se desglosan por sobreexpresados, infraexpresados y porcentajes totales. Los sitios CpGs 
hipometilados se organizaron con los genes sobreexpresados, mientras que los hipermetilados con los 
infraexpresados. Los datos de metilación del cromosoma X no fueron tenidos en cuenta al no ser fiables 
debido a la hipermetilación en mujeres que distorsiona los resultados. 
 
En la metilación diferencial entre schwannomas y controles, no hubo grandes 
variaciones entre los distintos cromosomas, fluctuando los rangos del 2.2% en el 
cromosoma 22 al 5.6% en el 13. En el caso de la expresión génica diferencial entre tumores 
y nervios sanos, la variación fue bastante mayor; desde el 2% en el cromosoma 20, al 10% 
en el 4 para los genes sobreexpresados; y del 0.8% en el autosoma 16 al 4% en el 4 entre los 
infraexpresados. Los miRNAs fueron, sin duda, los que presentaron una mayor diferencia 
de expresión entre cromosomas. Ningún miRNA fue encontrado sobreexpresado en los 
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cromosomas 4, 13, 18, 20 y 22; mientras que en otras localizaciones había numerosos como 
en el cromosoma 1 -23%-, 16 -23,5%- y especialmente en el 14 -49,4%-. Con la 
infraexpresión ocurrió un fenómeno similar, no habiendo ningún miRNA alterado en los 
cromosomas 12, 20 y 21; mientras que en el cromosoma 7 -16.7%- y el 18 -33.3%- se dieron 
porcentajes altos de desregulación.  
El nivel de correlación entre metilación y expresión tanto de genes como de 
miRNAs, fue relativamente robusto -0.74, en una escala del 0 al 1- únicamente cuando se 
comparó el porcentaje de genes hipometilados y el número de genes sobreexpresados. En 
el resto de parámetros no hubo correlación. El cromosoma 22, que habitualmente sufre 
pérdida de heterocigosidad en el brazo largo en los schwannomas vestibulares, destacó 
por ser el autosoma con menor número de genes desregulados en nuestros estudios de 
expresión, y también el menor número de genes con distinto patrón de metilación entre 
schwannomas y controles. Las mayores variaciones moleculares ligadas a los cromosomas 
se dieron sin duda en los miRNAs. Casi un 50% de los miRNAs disponibles en los 
microarrays, sufrieron sobreexpresión en el cromosoma 14, la mayoría localizados en un 
conocido clúster de genes no codificantes de proteínas en el brazo largo de este autosoma.   
 
4.10 ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO 
En estos estudios, como es habitual en los trabajos de datos masivos con 
centenares o miles de datos que integrar, se realizaron los análisis de enriquecimiento. Los 
resultados de los análisis de enriquecimiento nos permitieron comparar grandes listas de 
genes y buscar rutas y términos de ontología génica especialmente afectadas en los genes 
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dados. Mediante el uso de la lista de genes obtenida al comparar schwannomas 
vestibulares y nervios periféricos en microarrays de expresión génica con la plataforma 
DAVID (Huang et al. 2009a; Huang et al. 2009b), identificamos numerosas rutas 
desreguladas. Los análisis de genes sobreexpresados e infraexpresados se realizaron 
independientemente (Tabla III del Artículo 3). La lista de genes sobreexpresados, tuvo 
como proceso más llamativo el desarrollo neuronal, la axonogénesis y la morfogénesis de 
proyecciones neuronales; así como procesos de lisosoma y vacuolas líticas. En la lista de 
genes infraexpesados, lo más llamativo fue el enriquecimiento de dominios EGF. Los 
datos proporcionados por el análisis de microarrays de metilación también fueron 
testados mediante análisis de enriquecimiento, aunque los genes que solo incluían sitios 
CpG diferencialmente metilados en el cuerpo génico fueron eliminados debido a la falta 
de consenso en la funcionalidad de la metilación de esta zona. Los genes hipometilados en 
schwannomas en regiones promotoras se mostraron enriquecidos en proyección axonal, 
dominios sema-plexina, secuencias homeobox y señalización Ras. Las funciones de los 
genes hipermetilados correspondían a motilidad celular, adhesión y citoesqueleto.  
El análisis de los miRNAs, resulta más complejo y menos fiable mediante estos 
métodos de enriquecimiento. Previamente a insertar la lista de genes de interés para su 
análisis, hay que buscar qué genes son regulados por cada miRNA. Al ser cada miRNA 
potencialmente capaz de regular miles de mensajeros, la tarea de encontrar rutas comunes 
para las decenas de miRNAs desregulados se vuelve inabordable. Así, se consideraron en 
nuestro estudio solamente aquellos genes validados como dianas de miRNAs mediante 
experimentación. No obstante, este patrón puede inducir sesgos, ya que aquellas 
funciones más estudiadas como cáncer suelen tener mayor representación. Aún teniendo 
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en cuenta estas limitaciones, encontramos, de nuevo, enriquecimiento en genes 
implicados en el desarrollo del sistema nervioso como elementos desregulados. 
 
4.11 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS Y MICROARRAYS 
En los análisis mutacionales del gen NF2, así como en los microarrays, los datos 
obtenidos fueron comparados con las características clínicas de cada schwannoma. Los 
diferentes parámetros clínicos usados fueron: el sexo del paciente, origen del tumor             
-asociado a NF2 o esporádico-, el lado afectado, la consistencia tumoral -sólido o quístico-, 
localización del tumor en la resonancia magnética –invasión del fundus del conducto 
auditivo interno, compresión del tronco cerebral, etc-. Las características moleculares 
comparadas entre los schwannomas fueron la presencia o no de mutaciones de NF2 por 
dHPLC y/o MLPA, así como la pérdida de heterocigosidad del cromosoma 22. 
Al comparar el lado de afectación, encontramos el gen CST1 sobreexpresado en los 
schwannomas desarrollados en el lado izquierdo, así como hipermetilación del gen 
PSAPL1 en aquellos del derecho. Los pacientes de schwannomas vestibulares que en la 
resonancia el tumor llegaba al fundus, presentaron 10 genes sobreexpresados - CCDC80, 
CD3E, CLEC4E, EFEMP1, F13A1, GZMK, IGJ, KLRK1, ST8SIA6 y ZBTB16- y dos 
infraexpresados -FREM2 y MSTN-.  
Al comparar los tumores según el sexo del paciente, encontramos un miRNA 
sobreexpresado en hombres -miR-204- y otro en mujeres -miR-143*-. Los estudios de 
expresión génica mostraron 11 genes localizados en el cromosoma Y fuertemente 
sobreexpresados en hombres, lo que sirvió como control de la correcta clasificación en las 
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muestras. Asimismo, en los microarrays de metilación usamos la hipermetilación de uno 
de los cromosomas X en mujeres para comprobar el orden correcto. Aparte de los genes 
localizados en los cromosomas sexuales, encontramos hipometilación en hombres de 4 
sitios CpG en el gen TLE1, e hipermetilación en dos CpG del gen FOXN3.  
En los schwannomas quísticos, encontramos hipermetilación de un CpG del gen 
SHOX2 y del RMND5B. También hallamos sobreexpresión de miR-195* y miR-885 en los 
schwannomas sólidos, e infraexpresión del miR-1274. 
En los fumadores y exfumadores -en la mayoría de los casos eran hombres, por lo 
que no se tienen en cuenta cromosomas sexuales-, se identificó la sobreexpresión del gen 
ZBTB16, e infraexpresión de los genes CNTN1, GPR83, KCNJ10, LRRN1 y SLC24A2. 
En los schwannomas de pacientes de NF2, al compararlos con los esporádicos, los 
genes PTPRN2 y WDR66 mostraron hipermetilación en 2 sitios CpG cada uno.  
En cuanto a alteraciones del gen NF2, los schwannomas con alguna alteración del 
gen presentaron hipometilación en un sitio CpG del los genes NRXN2, PAX6 y PAX9, 
entre otros. El miR-195*, apareció infraexpresado en los pacientes con LOH del 
cromosoma 22. 
Aunque no se han detallado todos los genes y miRNAs desregulados y sitios CpG 
con patrón de metilación alterado, lo anteriormente recogido da una idea de que entre los 
schwannomas con diferentes aspectos moleculares sobre NF2 y clínicos pueden existir 
distintas características genéticas intrínsecas. No obstante, lo sutil de la mayoría de estas 
asociaciones -salvo al comparar el sexo-, hacen necesarios estudios más en detalle sobre 
los patrones hallados en relación a la clínica. 
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4.12 SCHWANNOMAS Y MENINGIOMAS 
La comparación de los schwannomas con los meningiomas en relación a su 
expresión con el tejido sano correspondiente, proporcionó una lista de genes cuyo patrón 
se compartía en ambas neoplasias. Estos rasgos comunes, se podrían aplicar en terapias 
dirigidas a pacientes de NF2 que sufren los dos tipos tumorales Entre los genes 
infraxpresados en ambos tumores (Tabla 2 del Artículo 6) se incluyen el inhibidor de 
proteinasa 16 -PI16- o el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 -FGFR2-. 
Entre los sobreexpresados (Tabla 1 del Artículo 6), se incluyen genes como PDGFD, 
CX3CR1 o MET. Aunque los genes desregulados en schwannomas y meningiomas con 
respecto a su tejido control no eran muy numerosos en términos totales -47 
sobreexpresados y 35 infraexpresados-, encontramos varios como los arriba descritos, que 
podrían ser dianas para ensayos en ambos tipos tumorales. 
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5. DISCUSIÓN GENERAL DE LOS TRABAJOS 
 
Los microarrays han supuesto una revolución en el estudio de la biología y la 
medicina debido a la gran cantidad de datos que han sido capaces de ofrecer a los 
investigadores. Desde los primeros modelos de expresión génica en los que unas decenas 
o centenares de genes eran testados, se ha evolucionado hasta alcanzar centenares de 
miles de mediciones individuales. Además, se han desarrollado otros modelos para 
buscar diferentes alteraciones como los microarrays de metilación, de polimorfismo de 
nucleótido simple o los de hibridación genómica comparada. Éstos últimos microarrays 
son muy útiles para detectar aberraciones cromosómicas, y se han usado en pacientes con 
NF2 (Bruder et al, 2001), encontrando LOH del cromosoma 22 en igual proporción de 
pacientes con una forma suave, moderada o severa de la enfermedad.  
La principal alteración molecular de los schwannomas vestibulares es la mutación 
del gen NF2, seguida de la pérdida de heterocigosidad del brazo largo del cromosoma 22, 
donde el locus de este gen se encuentra en 22q.12.2. Aparte de las múltiples funciones de 
NF2, la biología molecular de estos tumores permanece relativamente poco conocida, 
aunque gracias a las técnicas masivas, la información disponible se ha multiplicado 
durante los últimos años, a lo que han contribuido nuestros estudios. 
Antes de establecer alteraciones de expresión y metilación mediante microarrays 
en nuestra serie de schwannomas vestibulares, realizamos una primera aproximación 
testando mutacionalmente el gen NF2. En la serie de 51 schwannomas vestibulares 
esporádicos, encontramos un 49% de las muestras con al menos 1 mutación de secuencia 
mediante PCR/dHPLC. En el estudio de Hadfield et al, (2010) sobre 104 pacientes, 
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encontraron un 66% de mutaciones, mientras que otros estudios el porcentaje baja al 
34,8% (Martinez-Glez et al, 2009). Con otras técnicas, como por ejemplo secuenciación 
directa del tránscrito de NF2, se han llegado a tasas del 76% (Aarhus et al, 2010). Así, los 
schwannomas utilizados estarían en un nivel de tasa de mutaciones intermedio. Al igual 
que en nuestros estudios, más de 2 eventos de desactivación sobre el gen NF2 han sido 
descritos en pacientes con schwannomas vestibulares esporádicos (Aarhus et al, 2010). 
Este hecho puede sugerir una primera mutación en NF2 común a todo el schwannoma en 
una célula de Schwann sana, seguido de alteraciones posteriores en dos células 
provenientes de la original. El mosaicismo para la mutación del gen NF2 ocurre hasta en 
un 30% de los pacientes de NF2. En nuestro trabajo, encontramos 2 pacientes de 
schwannomas vestibulares esporádicos con la mutación también presente en la sangre 
periférica. Estos 2 sujetos podrían tener una forma suave de la enfermedad genética, ya 
que hasta ahora no presentaron otros síntomas que denoten la presencia de NF2 aparte de 
sendos schwannomas vestibular. Aún así, no se descarta NF2 de novo. 
La LOH del brazo largo del cromosoma 22 fue detectada en un 57% de los casos, 
prácticamente el mismo porcentaje que el hallado por Hadfield et al, (2010) que 
encontraron el 56%.  
En aquellos tumores provenientes de pacientes con NF2, la práctica totalidad de 
ellos -86%- presentaban alguna alteración por mutación o LOH del cromosoma 22. En 
cambio, solamente un paciente fue hallado con la alteración en sangre periférica. En 
publicaciones previas con series de más de 700 pacientes de NF2, se ha detectado 
mutación en sangre periférica en el 26% de estos pacientes con schwannoma unilateral, 
mientras que el porcentaje se incrementa más -63%-, cuando es bilateral (Evans et al, 2007). 
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Por tanto, nuestra serie en estos pacientes confirma la dificultad que entraña en muchos 
casos localizar la alteración en tejido no tumoral. 
Nuestros estudios mutacionales sobre NF2 mediantes PCR/dHPLC-MLPA y la 
pérdida de heterocigosidad del locus donde se aloja el gen, arrojan un patrón muy similar 
en porcentaje de alteraciones usando las mismas técnicas que otros estudios (Hadfield et 
al, 2010). Por lo tanto, podemos concluir que nuestra serie de schwannomas vestibulares 
esporádicos es representativa de lo ya descrito en la literatura en cuanto a alteraciones del 
gen NF2.  
Conviene recalcar que, a pesar de los análisis llevados a cabo, una parte de los 
schwannomas vestibulares esporádicos no presentó ninguna alteración. Este hecho se 
hace patente en la totalidad de los estudios descritos previamente (Martinez-Glez et al, 
2009; Hadfield et al, 2010; Aarhus et al, 2010). Está por verse si las nuevas técnicas de 
secuenciación masiva son capaces de detectar mutaciones en intrones u otras zonas 
adyacentes que afecten al gen, ya que parece evidente la falta de merlin funcional en la 
mayoría, si no todos, los schwannomas vestibulares (Stemmer-Rachamimov et al, 1997; 
Hitotsumatsu et al, 1997). A pesar de todo, otros mecanismos podrían intervenir en la 
desaparición del producto proteico de NF2, como veremos más adelante. 
Aparte de las mutaciones encontradas, el gen NF2 no presentó en las muestras 
estudiadas ninguna otra alteración tanto a nivel de expresión (Figura 9) como de 
metilacion de sitios CpG. En estudios recientes (Koutsimpelas et al, 2012; Lee et al, 2012), 
tampoco se hallaron cambios que sugieran un patrón diferente de metilación. Por lo tanto, 
cambios epigenéticos ni de expresión parecen estar relacionados con la falta de proteína 
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merlin en los schwannomas vestibulares. No obstante, otros autores sí identificaron 
procesos epigenéticos en el gen NF2 en más del 50% de las muestras (Kino et al, 2001). 
Los umbrales usados para considerar un gen alterado o un CpG metilado, sin 
duda suponen uno de los puntos más controvertidos a la hora de interpretar los 
resultados en los microarrays. En nuestros estudios de expresión, tanto de genes 
codificantes como de miRNAs, hemos usado el umbral propuesto por el MAQC (Shi et al, 
2006), esto es, al menos una diferencia del doble (o la mitad) entre grupos y un p-valor no 
astringente ≤0.05. Con este umbral, según los estudios del MAQC, se consigue la mayor 
reproducibilidad de los resultados entre plataformas. 
Para el procesamiento y análisis de los microarrays de metilación, utilizamos 
varios paquetes del programa estadístico R (http://www.R-project.org), detallados en el 
Artículo 5.  
Para la correcta integración de los datos de estas técnicas, debemos tener presente 
la relación entre las moléculas que se estudian. Los miRNAs y el ARN mensajero, 
correlacionan por norma general de forma negativa, esto es, cuando un miRNA que 
participa en la regulación de un mensajero concreto y su expresión es elevada, la del 
mensajero en cuestión disminuiría. Este hecho es debido al mecanismo de acción del 
miRNA sobre el mensajero, uniéndose a la región 3'UTR de éste y provocando su 
degradación en el citoplasma. No obstante, hay que señalar que los miRNAs también se 
han descrito con funciones favorecedoras de la transcripción (Breving & Esquela-
Kerscher, 2010; Vasudevan, 2012). Así mismo, dentro del núcleo se han hallado miRNAs 
maduros y funcionales (Wei et al, 2014), cuyas funciones parecen estar relacionadas con la 
regulación de ARNs no codificantes (Liang et al, 2013). Teniendo esto presente, cada 
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pareja de miRNA y mensajero, debería ser testada empíricamente en cada tipo celular de 
interés antes de considerar que existe asociación entre ellas.  
En el caso del vínculo entre la metilación de dinucleótidos de CpG del ADN y la 
expresión tanto de ARN mensajero como de miRNA, generalmente se considera que un 
gen con metilación en la región promotora, modularía su expresión reduciéndola. Los 
mecanismos sugeridos son que bien el complejo de transcripción no podría unirse con 
suficiente afinidad debido a la metilación de las citosinas o a la unión de proteínas 
específicas que dificultarían la transcripción (Lopez-Serra & Esteller, 2008). La metilación 
del ADN es ampliamente estudiada en cáncer, donde ha quedado patente su implicación 
en el desarrollo tumoral (Goelz et al, 1985) o en la respuesta terapéutica. Por ejemplo en 
gioblastoma multiforme se encontró una respuesta favorable a Temozolamida en aquellos 
pacientes con metilación de MGMT (Esteller et al, 2000). Sin embargo, los patrones de 
metilación aberrante del ADN no siempre suponen el silenciamiento del gen alojado en el 
locus. En ocasiones, especialmente en la zona codificante no promotora del gen, la 
metilación puede provocar un aumento de la expresión. Así mismo, diferentes isoformas 
de un mismo gen pueden expresarse o permanecer silenciadas mediante mecanismos 
epigenéticos (Maunakea et al, 2010). Este efecto se consigue mediante la metilación 
aberrante o bien la hipometilación del ADN en determinadas partes del locus de un 
mismo gen. Por lo tanto, conviene tener presente lo anteriormente expuesto a la hora de 
comparar los resultados de metilación y expresión, ya que datos aparentemente 
contradictorios podrían reflejar una relación biológica coherente. Por ejemplo, se podría 
dar hipometilación en un gen determinado y no producirse sobreexpresión, ya que ésta 
solo ocurriría si se activaran los factores de transcripción correspondientes.  
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En los estudios de expresión génica, miRNAs y metilación, coincidieron en el 
enriquecimiento de la axonogénesis y el desarrollo del sistema nervioso en genes 
hipometilados y en los genes sobreexpresados. Este hecho pone de relieve que tanto el 
transcriptoma como el patrón de metilación del ADN de los schwannomas están 
relacionado con formas celulares previas a las células de Schwann maduras. Esta hipótesis 
fue previamente propuesta por Hung et al, (2002) mediante técnicas 
inmunohistoquímicas. Así mismo, el gen “sex determining region Y box 2” -SOX2-, que 
actúa inhibiendo la mielinización y es un marcador de células de Schwann inmaduras (Le 
et al, 2005), presentó sobreexpresión en nuestra serie de schwannomas, resultado que 
concuerda con lo expuesto por Shivane et al, (2013) utilizando técnicas 
inmunohistoquímicas. Así, nuestros estudios genéticos concuerdan con lo previamente 
expuesto por otros autores mediante el estudio histológico de los schwannomas, con el 
hecho de que en estos tumores se dan procesos encaminados a inhibir genes relacionados 
con mielinización y maduración de células de Schwann. 
Dentro de las numerosas vías moleculares que resultaron alteradas en los 
schwannomas vestibulares respecto al tejido control, destacamos varias en la presente 
discusión por la importancia de las mismas en este tumor, por su interés en el cáncer en 
general, o bien por lo marcado de estas perturbaciones. Las vías mostradas a continuación 
se basan en la descripción de las mismas obtenidas mediante recopilación bibliográfica. 
No obstante, la exactitud de estas vías en los schwannomas podría no ser completa, ya 
que en ciertos casos las interacciones entre proteínas, miRNAs y ARN mensajero, varían 
entre los distintos tipos celulares y también entre el tumor y su correspondiente tejido 
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sano. Por lo tanto, lo que se muestra a continuación es una simplificación de potenciales 
vías de señalización sobre las que se podrían aplicar tratamientos. 
5.1 NEUREGULINA 1 Y LOS RECEPTORES ERBB2 Y ERBB3 
El ligando Nrg1 y los receptores ErbB2 y ErbB3 (Figura 10), han sido descritos 
como activados en numerosos estudios de schwannomas, así como en otros tumores como 
en el cáncer de mama (Britsch, 2007). Estas tres proteínas son fundamentales para los 
procesos de  mielinización de los axones periféricos, regulando entre otros parámetros el 
grosor axonal (Michailov et al, 2004).  
 
Figura 10. Mecanismo de acción en la ruta de la neuregulina 1 y sus receptores ErbB2 y ErbB3. El ligando 
neuregulina 1 se une a ErbB3, y éste dimeriza con ErbB2. Erbin regula la función y localización de ErbB2. 
 
Se ha sugerido que la homocigosis en el polimorfismo Ile655Ile presente en ERBB2 
podría estar relacionado con el desarrollo de los schwannomas (Wang et al, 2011), aunque 
más estudios son necesarios debido al bajo número de casos de dicho trabajo. La 
activación de ErbB2, ErbB3 y Nrg1 en los schwannomas, parece producirse mediante 
sobreexpresión génica, algo que ha sido descrito en varios trabajos (Hansen et al, 2006; 
Doherty et al, 2008; Hansen & Linthicum, 2004). En nuestro estudio, comprobamos que 
estos tres genes presentan sobreexpresión, tanto por microarrays como por PCR en 
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tiempo real. El mecanismo subyacente de esta expresión aberrante, basado en nuestros 
hallazgos, parece estar más relacionado con la metilación que con la ganancia de copias o 
la amplificación génica. Los tres genes presentaron al menos 1 CpG hipometilado en la 
región promotora (Figura 11).  
 
Figura 11. Patrón de expresión y metilación de los receptores ErbB. Se incluyen miRNAs relacionados con la 
abundancia del mensajero específico descrito en la literatura. 
 
Además, los miRNAs miR-199a1 y miR-199b-5p, que han sido descritos como 
represores de ErbB2 en cáncer de ovario y en células de carcinoma de mama (He et al, 
2013; Fang et al, 2013), se mostraron infraexpresados en nuestro estudio, lo que podría 
sugerir un mecanismo regulador análogo en los schwannomas para este receptor. La 
reducción de la expresión del el miR-199a1 pudo ser debida a factores epigenéticos, ya 
que mostró hasta 7 sitios CpG hipermetilados. Otra proteína involucrada en la 
señalización de Nrg1 y en la mielinización, llamada Erbin -ERBB2IP- (Tao et al, 2009), 
también mostró sobreexpresión en los schwannomas. Así, nuestros estudios, aparte de 
confirmar lo descrito en la literatura sobre la ruta de señalización que involucra a Nrg1, 
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ErbB2 y ErbB3, aporta mecanismos epigenéticos y miRNAs que podrían contribuir en la 
desregulación de esta ruta en los schwannomas. 
5.2 RUTA DE LA AKT Y SU RELACIÓN CON MERLIN 
Akt regula numerosos procesos en la célula, incluyendo la síntesis de proteínas, 
supervivencia, proliferación, metabolismo celular, angiogénesis y migración (revisado por 
(Manning & Cantley, 2007). La activación por fosforilación de las diferentes isoformas de 
Akt se regula por varios mecanismos. Uno de los más comunes es el que induce la 
producción de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato mediante la “phosphatidylinositol 3 
kinase” -PI3K-, una quinasa que está anclada a la membrana. Un inhibidor de Akt, el 
“Phosphoinositide-3-Kinase-Interacting Protein 1” -PIK3IP1-, (Zhu et al, 2007) está 
sobreexpresado en nuestra serie. Una vez activada, Akt puede actuar sobre una amplia 
gama de proteínas, bloqueando la función de éstas o bien activándolas. La proteína merlin 
(Figura 12), que es fosforilada por Akt en la Treonina 230 y la Serina-315, se 
poliubiquitiniza y degrada mediante este mecanismo (Okada et al, 2009).  
Merlin también es capaz de regular Akt a través de la inhibición de PIKE-L              
-AGAP2- (Okada et al, 2009) o del complejo mTORC1 (James et al, 2009). Por tanto, merlin 
y Akt se inhiben mutuamente. Al carecer de merlin funcional, parece evidente que la vía 
Akt presentará alteraciones en los schwannomas, como así describieron Hilton et al, 
(2009). Otras proteínas involucradas en esta ruta, mostraron desregulación de los niveles 
de expresión del mensajero en nuestros estudios (Figura 13). 
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Figura 12. Ruta de Akt y su relación con merlin. Al ser merlin fosforilada por Akt, se degrada en el 
proteosoma. Así mismo, merlin activo (defosforilado) inhibe la señal de Akt mediante PIKE-L (no mostrado). 
La osteopontina (SPP1) es capaz de activar Akt, lo que podría provocar la degradación de merlin así como el 
bloqueo de la apoptosis mediante la inhibición de Par-4 y la activación de Mdm2. 
 
 
Figura 13. Patrones de expresión de los genes relacionados con la ruta de Akt.  
El gen “mouse double minute 2 homolog” -MDM2-, que es fosforilado por Akt, 
presentó sobreexpresión, fenómeno común en procesos tumorales (Cahilly-Snyder et al, 
1987; Fakharzadeh et al, 1991). Además, en nuestra serie tumoral hallamos al gen 
“Prostate Apoptosis Response-4” -PAWR- infraexpresado, algo que también ocurre con 
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frecuencia en neoplasias tanto a nivel de ARN mensajero como de proteína (Cook et al, 
1999; Barradas et al, 1999; Moreno-Bueno et al, 2007; Zhang et al, 2011). La sobreexpresión 
de MDM2 y la infraexpresión de PAWR, están asociadas al bloqueo de apoptosis. Al darse 
estos dos hechos en schwannomas, podríamos estar ante dos mecanismos que impidan la 
muerte programada en estos tumores. También hemos detectado diferencias en la 
metilación de los schwannomas comparados con los controles en el gen PIK3R1, cuyo 
patrón de metilación podría estar asociado a expresión diferencial de distintas isoformas 
por splicing alternativo. 
5.3 OSTEOPONTINA 
Como se ha detallado, a nivel de proteínas Akt es capaz de degradar en el 
proteosoma a merlin mediante su fosforilación, lo que conduce a la ubiquitinación. Un 
mecanismo alternativo para la activación de Akt fue recientemente descrito, a través de 
una fosfoglicoproteína llamada osteopontina, en cáncer de mama (Morrow et al, 2011). El 
locus de la osteopontina se localiza en el cromosoma 4, y el gen que la codifica es el SPP1. 
En nuestro estudio, SPP1 fue hallado sobreexpresado en todas las muestras tumorales, 
siendo además esta expresión estable (Figura 14), con el mismo nivel en schwannomas 
con el gen NF2 bialélicamente alterado o sin mutación.  
Esto indica que, si bien la osteopontina podría eliminar merlin en aquellos 
schwannomas sin mutaciones de NF2, no parece que la sobreexpresión sea selectiva de 
aquellos tumores sin merlin alterado. Más bien parece que podría obedecer a la propia 
biología de los schwannomas. 
  
Discusión general  
163 
 
Figura 14. Niveles de expresión de osteopontina en los schwannomas vestibulares (azul) y los controles 
(verde).  El valor de la expresión de cada muestra está obtenido directamente de los microarrays. Se aprecia 
cómo los tumores tienen prácticamente el mismo nivel de expresión entre ellos. 
 
 Por lo tanto, la sobreexpresión de osteopontina en schwannomas es un mecanismo 
que, de ser análogo a lo que ocurre en cáncer de mama (Morrow et al, 2011), eliminaría 
merlin en todos aquellos tumores en los que llega a producirse. 
 
5.4 FACTORES DE CRECIMIENTO DERIVADOS DE PLAQUETAS (PDGF) 
Un total de 6 genes codifican para las distintas isoformas de PDGF, en las que se 
incluyen 4 ligandos -A, B, C y D- codificados por los genes PDGFA, PDGFB, PDGFC y 
PDGFD; y dos receptores -α y β-, que provienen de los genes PDGFRA y PDGFRB. Los 
ligandos homodimerizan antes de unirse a los receptores, salvo las isoformas A y B que 
pueden heterodimerizar entre ellas. Así mismo, los receptores pueden formar 
homodímeros o heterodímeros. Las combinaciones de las uniones de los dímeros de 
ligando con los dímeros de receptores, están esquematizadas en la Figura 15. Las 
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principales vías de señalización activadas por la familia PDGF son las de Ras/MAPK y 
PI3K/Akt. 
 
Figura 15. Combinaciones de homo y heterodimerización entre los ligandos y receptores de la familia PDGF. 
Así mismo, se señalan los receptores que son capaces de activar los ligandos. A pesar de que algunos ligandos 
son capaces de activar varios receptores, no todos presentan la misma afinidad. 
 
Nuestros datos de expresión en microarrays, validados por PCR en tiempo real, 
mostraron sobreexpresión en los 4 ligandos de la familia PDGF, muy marcada la 
alteración en los genes B y D -6.5 y 6.7 veces más expresados, respectivamente- que los 
controles no tumorales. En el caso de los receptores, mientras que el receptor PDGFRβ no 
sufrió cambios de expresión, el receptor PDGFRα mostró una aguda infraexpresión 
(Figura 16).  
 
Figura 16. Patrones de expresión y metilación de la familia PDGF. 
A pesar de que el patrón de metilación de PDGFA induciría a pensar en 
infraexpresión del mensajero -metilación en el promotor e hipometilación del cuerpo 
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génico-, este gen mostró sobreexpresión, aunque moderada en comparación con las 
isoformas B y D. Por otra parte, la infraexpresión de PDGFRA detectada en nuestros 
estudios, podría ser debida a la degradación del mensajero causada por la sobreexpresión 
de miRNA-34a en schwannomas. Esta relación entre el gen PDGFRA y el miRNA-34a se 
describió en el subtipo proneural del glioma (Silber et al, 2012), un tumor maligno del 
sistema nervioso y que podría ser equivalente en los schwannomas.  
En trabajos previos sobre cultivos celulares, la adición del homodímeros del 
ligando B provoca la sobreexpresión de miR-9 (Yang et al, 2013), miR-221 (Davis et al, 
2009) y miR-21 (Wei et al, 2013; Dey et al, 2012) (Figura 17). Estos tres miRNAs, 
sobreexpresados en nuestros estudios, podrían ser inducidos mediante la expresión 
aberrante del ligando PDGFB detectada también en nuestros trabajos.  
 
Figura 17. Mecanismo de acción general de lo familia PDGF. El ligando PDGFBB es capaz de provocar la 
expresión de varios miRNAs también encontrados sobreexpresados en nuestro trabajo. 
 
El miR-21 presentó hipometilación en 6 sitios CpG -3 en la región promotora-, lo 
que podría incrementar su expresión mediante mecanismos epigenéticos. En conclusión, 
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nuestros datos de expresión indican que en schwannomas, la activación de los factores de 
crecimiento derivado de plaquetas mostrada en otros estudios, parece tener más relación 
con la forma β del receptor y ligandos que de la forma α, lo que habría que tener presente 
para un bloqueo terapéutico específico.  
No obstante, una validación específica debería ser realizada en cada miRNA, ya 
que, por ejemplo, el miR-21 reduce su expresión en gliomas por el estímulo de PDGFB 
(Costa et al, 2012). 
5.5 RUTA DEL RECEPTOR TIROSINA QUINASA C-MET 
El gen del receptor del factor de crecimiento para hepatocitos -MET-, codifica un 
receptor de membrana con actividad proteína quinasa involucrado en numerosos 
procesos biológicos como morfogénesis, reparación de daños o metástasis en cáncer 
(Trusolino et al, 2010). En nuestros estudios, MET se halló sobreexpresado tanto por 
microarrays como por PCR en tiempo real en los schwannomas vestibulares. Además, 3 
sitios CpG aparecieron hipometilados en este gen, según los datos de los microarrays de 
metilación, lo que podría explicar su expresión aberrante. La sobreexpresión en MET es, 
tras la amplificación, la forma más común de activación de este oncogén en tumores 
(Comoglio et al. 2008). Numerosas neoplasias presentan esta sobreexpresión, como por 
ejemplo cáncer de tiroides (Di Renzo et al, 1992), colorectal (Hiscox et al, 1997), de ovario 
(Di Renzo et al, 1994), de páncreas (Furukawa et al, 1995), o de mama (Lengyel et al, 2005). 
En schwannomas, mediante técnicas inmunohistoquímicas, la proteína MET fue hallada 
en los 8 tumores testados (Moriyama et al, 1998).  
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Por otra parte, existe una familia de miRNAs llamada myomiRs, que podrían tener 
un papel importante en la sobreexpresión de MET. Los myomiRs reciben este nombre 
porque se encuentran conservados en la musculatura de diversos animales, desde 
Drosophila a humanos. Están formados por 3 clústeres homólogos -miR-1-1/miR-133a-2, 
miR-1-2/miR-133a-1, y miR-206/miR-133b - y se localizan en tres regiones cromosómicas 
diferentes -20q13.33, 18q11.2 y 6p12.2 respectivamente-. En nuestros estudios de 
microarrays en schwannomas vestibulares, los myomiRs aparecieron infraexpresados, 
además de ser validados por PCR en tiempo real. Este grupo de miRNAs, aparece 
desregulado en numerosos tipos tumorales (Nohata et al, 2012; Yip et al, 2011; Datta et al, 
2008; Nasser et al, 2008; Fleming et al, 2013), además de ser relacionado con el 
silenciamiento de MET (Yan et al, 2009; Hu et al, 2010; Taulli et al, 2009; Reid et al, 2012). 
Por lo tanto, la infraexpresión de los myomiRs -probablemente eliminación total de su 
expresión, debido a los valores de PCR en tiempo real-, podría tener relación con la 
sobreexpresión de MET en schwannomas vestibulares al no poder bloquearlo. Este 
silenciamiento no parece estar relacionado con procesos de metilación.  
El factor de crecimiento para hepatocitos -HGF- es un ligando que, al unirse a 
MET, provoca la homodimerización y fosforilación de dos residuos de tirosina del 
receptor. Además, MET se puede unir a otros receptores de membrana que modulen esta 
activación (Figura 18), pudiendo incluso activarse de manera independiente a HGF.  
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Figura 18. Diversos mecanismos de activación de MET. Aparte de la clásica unión con su ligando, MET puede 
activarse mediante un amplio abanico de receptores. Cada una de las formas de activación, implica diferencias 
con respecto a las demás, lo que confiere a MET gran versatilidad. 
 
 En nuestro estudio, encontramos varios de estos moduladores de MET 
desregulados en los schwannomas vestibulares (Figura 19). En uno de ellos, el gen 
codificador de la semaforina 5A -SEMA5A-, se encontró hipometilado en 3 sitios CpG, por 
lo que este ligando podría modular su expresión a través de mecanismos epigenéticos. En 
conclusión, tanto el oncogén MET como numerosos genes que codifican proteínas 
potencialmente activadoras de éste, presentaron sobreexpresión. Este hecho podría 
provocar la activación de rutas como Ras o PI3K, con la consiguiente inhibición de 
apoptosis o el aumento de la proliferación celular (Fresno Vara et al, 2004).  
A día de hoy, existen numerosos ensayos clínicos dirigidos a bloquear la acción de 
HGF/MET en diversos tumores. Los mecanismos de esta inhibición son por anticuerpos 
monoclonales o bien pequeñas moléculas (Cañadas et al, 2010). Por tanto, MET es un firme 
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candidato como diana terapéutica en schwannomas, aunque ensayos funcionales previos 
son necesarios en este aspecto. 
 
Figura 19. Patrones de expresión y metilación de genes relacionados con MET. Se incluyen también varios 
microRNAs implicados en el silenciamiento de MET según diferentes estudios. 
 
5.6 EGFR 
El gen NF2 tiene capacidad de inhibir la señalización del receptor EGFR por 
contacto, el cual induce proliferación en las células de schwannoma (Curto et al, 2007). Sin 
embargo, diferentes trabajos mostraron resultados dispares en cuanto a su expresión, 
tanto a nivel de mensajero como de proteína en schwannomas. En nuestro estudio de 
microarrays mostró una clara infraexpresión, validado mediante PCR en tiempo real. 
Además, 5 sitios CpG estaban hipermetilados, sugiriendo un posible mecanismo 
epigenético en la regulación del mensajero de EGFR. En otros estudios, se encontró 
sobreexpresión del mensajero de EGFR (Doherty et al, 2008) o bien no se detectó expresión 
(Prayson et al, 2007; Wickremesekera et al, 2007). Un estudio reciente sobre el nivel de 
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proteína EGFR en schwannomas, mostró una falta total de expresión (Boin et al, 2014). Las 
consecuencias de un correcta medición de los niveles de EGFR en schwannomas son 
tremendamente importantes, ya que incluso se han llegado a realizar ensayos clínicos en 
11 pacientes intentando bloquear EGFR con Erlotinib (Plotkin et al, 2010). La respuesta en 
la mejora radiológica -tamaño tumoral-, o de la audición en los pacientes testados fue 
nula, lo que podría explicarse por el hecho de que los niveles de EGFR en schwannomas 
son escasos, quizá nulos en base a recientes estudios proteicos. 
5.7 RUTA DE LAS CAVEOLINAS 
La familia de las caveolinas está formada por tres genes -CAV1, CAV2 y CAV3-. Su 
función principal es la formación de caveolas, que son pequeñas invaginaciones de la 
membrana plasmática localizadas en balsas lipídicas de colesterol. El gen de la caveolina-1 
fue encontrado infraexpresado en schwannomas vestibulares (Aarhus et al, 2010), dato 
refrendado por nuestros estudios. Así mismo, la caveolina-2 también apareció 
infraexpresada en nuestros estudios de expresión, además de hipermetilada en la región 
promotora (Figura 20), lo que podría explicar la desregulación.  
 
Figura 20. Expresión y metilación en las caveolinas 1 y 2 y en la ciclina D1.  
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La ausencia de caveolina-1 se ha descrito en procesos neoplásicos como el cáncer 
de mama (Lee et al, 1998) o en el de ovario (Bagnoli et al, 2000). Estudios in vitro de 
fibroblastos de embriones de ratón Cav1-/-, es decir, sin copia alguna de este gen, 
encontraron un aumento de señal en las rutas Ras-MAPK, PI3K-Akt y PAK (del Pozo et al, 
2005). No obstante, hay que señalar que en otros tumores, la sobreexpresión de caveolina-
1 favorece la progresión tumoral como en el cáncer de próstata (Thompson et al, 1999; 
Yang et al, 2005; Tahir et al, 2008). Células deficientes en caveolina-1 han mostrado mayor 
acumulación de ciclina D1, una proteína necesaria para el progreso del ciclo celular y por 
lo tanto promotora de división (Cerezo et al, 2009). La ciclina D1 apareció sobreexpresada 
en nuestra serie, así como hipometilada en el cuerpo génico en 4 sitios CpG. En resumen, 
la infraexpresión de las caveolinas 1 y 2 descritas en nuestro trabajo, junto con la 
activación de la vía PI3K/Akt en schwannomas y la sobreexpresión de ciclina D1, podrían 
colaborar en la proliferación de estos tumores (Figura 21). 
 
Figura 21. Esquema propuesto de uno de los posibles mecanismos de aumento de la proliferación en los 
schwannomas. En presencia de caveolina 1, Rac y otras proteínas señalizadoras son impedidas mediante su 
internalización. Sin caveolina 1, Rac aumenta los niveles de ciclina D1 en el núcleo, provocando un aumento 
de la proliferación. 
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5.8 RECEPTOR DE ANDRÓGENOS 
La función biológica del receptor de andrógenos -AR- consiste en servir de 
receptor de hormonas androgénicas en el citosol celular, activándose y entrando en el 
núcleo como factor de transcripción (Mooradian et al, 1987). En cáncer de próstata, el AR 
juega un papel fundamental en la recidiva de  estos tumores, que recaen tras bloquear los 
andrógenos en un primer paso del tratamiento (Yuan et al, 2013). Al contrario de la 
sobreexpresión y activación observada en las recidivas de cáncer de próstata (Shafi et al, 
2013), en los schwannomas encontramos este receptor infraexpresado por microarrays y 
PCR en tiempo real. De la misma forma, encontramos patrón inverso -sobreexpresado en 
schwannomas e infraexpresado en cáncer de próstata- en el gen HEPACAM, que bloquea 
la translocación de AR al núcleo (Song et al, 2014) e impediría por tanto ejercer como 
factor de transcripción al receptor. Un gen cuya proteína está encargada de degradar el 
receptor de andrógenos (Li et al, 2008), PMEPA1, fue encontrado sobreexpresado en 
nuestros estudios, lo que podría provocar que en los schwannomas AR no sea solo 
infraexpresado a nivel de mensajero. Al igual que en cáncer de próstata, la sobreexpresión 
de PMEPA1 en schwannomas podría ocurrir por mecanismos epigenéticos (Richter et al, 
2007), ya que nuestros resultados mostraron 7 sitios CpG de la región promotora 
hipometilados, lo que podría facilitar su expresión. Por tanto, aunque resulta complejo 
establecer una vía clara de actuación, la alteración en la expresión en schwannomas puede 
reflejar un componente hormonal en estos tumores. 
Como se describe en el Artículo 1, uno de los resultados más sorprendentes fue el 
hallazgo de que el hábito de fumar en los pacientes disminuía la probabilidad de 
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encontrar mutación en el gen NF2. En el estudio de Palmisano et al, (2012), identificaron 
que el hábito de fumar reducía la incidencia de schwannomas en hombres y algo menos 
en mujeres. En conjunto con los datos moleculares de los niveles del receptor de 
andrógenos, el hecho de que hombres y mujeres con los mismos hábitos de tabaquismo 
presenten diferencias en cuanto a la incidencia de schwannomas vestibulares, podría 
suponer algún tipo de relación hormonal con el fenómeno de la tumorogénesis, aunque 
los mecanismos concretos que expliquen la causa permanecen ocultos. 
5.9 HOMOGENEIDAD EN LOS SCHWANNOMAS VESTIBULARES 
Las asociaciones encontradas entre schwannomas vestibulares con distintos 
parámetros clínicos y moleculares, mostraron que a pesar de diferencias en los patrones 
de expresión génica, de miRNAs y de metilación del ADN, estos tumores se comportan de 
manera muy similar en los genes clave expuestos -MET, ERBB2, ERBB3, NRG1-, 
desregulados al compararlos con los controles no tumorales. No obstante, desde un punto 
de vista terapéutico, más estudios son necesarios con los schwannomas no vestibulares, 
ya que sí podrían requerir un tratamiento específico basado en nuestros hallazgos de 
expresión y metilación en los genes HOX y cofactores asociados. 
5.10 SCHWANNOMAS Y MENINGIOMAS 
Al ser uno de los principales objetivos la búsqueda de dianas terapéuticas para los 
pacientes de NF2, comparamos el patrón de expresión de los schwannomas con otro de 
los tumores que frecuentemente desarrollan los pacientes, los meningiomas.  
Tanto schwannomas como meningiomas están relacionados por la frecuente 
inactivación del gen NF2 -tanto por mutaciones como por LOH del cromosoma 22-, así 
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como de su aparición en pacientes con NF2. A pesar de que schwannomas y meningiomas 
provienen de distintos tejidos, como se indicó en la introducción, la frecuente presencia 
del mismo tipo de alteración molecular podría tener influencia en genes y rutas 
desreguladas en ambas neoplasias. 
La comparación que más interés tiene con el objetivo de lograr dianas terapéuticas 
para ambos tumores, resulta de encontrar genes que compartan tendencia -sobreexpresión 
o infraexpresión- en cada tipo tumoral con respecto a su tejido control. Entre los genes 
sobreexpresados en los dos tumores, encontramos al ligando del factor derivado de 
plaquetas D -PDGFD-, que es capaz de activar PDGFR-β, como se ha descrito en otro 
apartado. Otro gen de interés para testar en ambos tumores, es el receptor MET, ya que 
tanto schwannomas y meningiomas lo sobreexpresan, algo demostrado también a nivel 
de proteínas (Moriyama et al, 1998). 
Por lo tanto, nuestro trabajo combinando los niveles de expresión en 
schwannomas y meningiomas, muestran potenciales dianas para los pacientes con ambos 
tipos tumorales, aunque se requieren ensayos funcionales para comprobar si el bloqueo 
específico de genes como MET o PDGFD serían capaces de revertir los procesos de 
desarrollo y supervivencia neoplásica en cada tumor. 
 
Las tres técnicas de alto rendimiento utilizadas en este trabajo -microarrays de 
expresión génica, de miRNA y de metilación-, han producido una ingente cantidad de 
datos que sin duda contribuirán a ampliar el conocimiento biológico del schwannoma 
vestibular. Las interrelaciones de los tres parámetros analizados, así mismo, reflejan la 
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extrema complejidad del proceso tumoral, donde incluso en una neoplasia de bajo grado 
como los schwannomas -en la que el único elemento molecular común es la inactivación 
del gen NF2-, se dan numerosos procesos de splicing alternativo, metilación diferencial o 
cambio en los niveles de expresión de miles de genes, incluyendo miRNAs.  
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1. El gen NF2 sufre una alta tasa de mutaciones en los schwannomas vestibulares 
esporádicos, lo que unido a la frecuente pérdida de uno de los dos alelos del gen, 
hace suponer que una mayoría de los tumores presentan inactivación del producto 
proteico, merlin. En aquellos tumores sin alteración de NF2, la sobreexpresión del 
gen de la osteopontina -SPP1- en schwannomas podría ser otro mecanismo de 
eliminación de merlin. 
 
2. Los schwannomas vestibulares presentan mecanismos de amplificación en los 
genes ERBB2, ERBB3 y MDM2, a pesar de estar sobreexpresados en los tumores. 
 
3. Los microarrays de expresión, constituyen una técnica fiable para determinar la 
desregulación génica, aunque para calcular el grado exacto la misma conviene 
realizar otras técnicas que nos ofrezcan mayor precisión como la PCR en tiempo 
real. 
 
4. El gen MET, así como genes cuyas proteínas participan en su activación                   
–incluyendo a ERBB2, ERBB3 o PLEXN3B-, mostraron una clara sobreexpresión en 
los schwannomas, lo que sugiere que el oncogén MET podría ser una diana en los 
schwannomas. Además, los myomiRs, un grupo de miRNAs que se expresan en 
clústeres y que son capaces de reprimir el mensajero de MET en numerosos 
tumores, sufrieron infraexpresión. 
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5. La mayoría de los miRNAs alojados en la región 32q del cromosoma 14, 
presentaron sobreexpresión. Esta región, que contiene el mayor clúster de miRNAs 
del genoma, podría ser fundamental en el desarrollo de los schwannomas. 
 
6. En los microarrays de expresión génica y de miRNAs, la tendencia fue a la 
sobreexpresión en los tumores, mientras que el patrón de metilación del ADN fue 
de menor número de sitios CpG metilados. 
 
7. Los schwannomas vestibulares provenientes de pacientes de NF2 y los 
esporádicos, no presentaron grandes diferencias en cuanto a sus patrones de 
expresión y metilación.  
 
8. En los schwannomas vestibulares, identificamos a los genes HOX con 
hipometilación general, hallada también en cofactores de estos genes. Los 
schwannomas no vestibulares presentaron un patrón de metilación y expresión 
distinto al de los schwannomas vestibulares, con mayor similitud a los nervios no 
tumorales. 
 
9. Meningiomas y schwannomas, dos tumores que se desarrollan frecuentemente en 
pacientes con NF2, sobreexpresan PDGFD y MET con respecto a sus contoles, por 
lo que estos genes podrían servir de diana en un tratamiento conjunto. 
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